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I. Einleitung 
1 Bedeutung der Sepsis  
1.1 Definition 
Die erste Erwähnung der Sepsis geht auf Hippokrates um 400 v. Chr. zurück. Dabei ist 
das Wort Sepsis dem griechischen entlehnt und bedeutet soviel wie „Fäulnis“.  
Eine modernere Definition beschreibt die Sepsis als „Gesamtheit der 
lebensbedrohlichen klinischen Krankheitserscheinungen und pathophysiologischen 
Veränderungen als Reaktion auf die Aktion pathogener Keime und ihrer Produkte, die 
aus einem Infektionsherd in den Blutstrom eindringen, die großen biologischen 
Kaskadensysteme und spezielle Zellsysteme aktivieren und die Bildung und 
Freisetzung humoraler und zellulärer Mediatoren auslösen“ [435]. 
Da dies einen weitläufigen Symptomkomplex umschreibt und in der Klinik häufig zu 
Problemen bei der Diagnostizierung von Patienten führt, wurden in einer 
Konsensuskonferenz der „Society of Critical Care Medicine“ und des „American 
College of Chest Physicians“ verschiedene Termini zur Klassifizierung des septischen 
Geschehens eingeführt [67].  
Bei dem systemischen inflammatorischen Reaktionssyndrom („Systemic Inflammatory 
Response Syndrome“ (SIRS)) handelt es sich um eine systemische 
Entzündungsreaktion, die durch unterschiedlichste Ätiologien hervorgerufen werden 
kann. Man spricht von einer SIRS wenn mindestens zwei der folgenden klinischen 
Parameter vorliegen: 
 Hyperthermie oder Hypothermie 
 Tachykardie 
 Tachypnoe 
 Leukozytose oder Leukopenie oder mehr als 10 % Stabkernige 
Während eine Sepsis im Wesentlichen eine SIRS mit nachgewiesener Infektion ist, 
kommen bei einer schweren Sepsis noch eine Hypoperfusion, Organdysfunktion und 
Hypotension dazu. Das Hauptsymptom des septischen Schocks hingegen ist eine 
massive Hypotonie, die trotz adäquater Flüssigkeitszufuhr bestehen bleibt. 
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Aus den oben beschriebenen Krankheitsstadien kann sich ein Multiorganversagen 
(„Multi Organ Dysfunction Syndrome“ (MODS)) entwickeln. Dabei handelt es sich 
um das progressive Versagen mehrer lebenswichtiger Organe, das ohne Eingreifen 
nicht zu beheben ist [100].  
1.2 Inzidenz 
Eine Studie, die 2003 bis 2004 in Deutschland durchgeführt wurde, ergab, dass 
jährlich 116/100 000 Einwohnern an einer Sepsis und 110/100 000 Einwohnern an 
einer schweren Sepsis bzw. an einem septischem Schock erkranken [147, 390]. Dies 
ergibt eine Gesamtzahl von 154 000 Erkrankten pro Jahr in Deutschland. Dabei 
schwankt die 90-Tages-Sterblichkeit zwischen 20 % bei einer Sepsis und 54 % bei 
einer schweren Sepsis bzw. einem septischen Schock. Auch wenn es von der 
Öffentlichkeit nicht entsprechen wahrgenommen wird, stellt die Sepsis damit die 
dritthäufigste Todesursache in Deutschland dar und liegt mit 162 Verstorbenen pro 
Tag dicht hinter dem akuten Herzinfarkt mit 175 Verstorbenen pro Tag [78, 147, 390]. 
Ein weiterer Aspekt ist die ökonomische Bedeutung der Sepsis. Laut Deutscher Sepsis 
Gesellschaft e. V. liegen die reinen Behandlungskosten der Patienten mit schwerer 
Sepsis bei 1,77 Milliarden Euro und die Ausfälle aufgrund von Produktivitätsverlust 
bei weiteren geschätzten 4,5 Milliarden Euro [390]. Damit stellt die Sepsis einen 
bedeutenden Kostenfaktor im Gesundheitswesen dar.  
Auch in der landwirtschaftlichen Nutztierhaltung sind die Verluste durch 
Jungtiererkrankungen, ungeachtet konstanter Weiterentwicklung des 
Aufzuchtmanagements und der medizinischen Versorgung, erheblich. Neben den 
enteralen und pulmonalen Erkrankungen ist die Sepsis dabei eine der häufigsten 
Verlustursachen in der Kälberaufzucht [138, 156, 354]. Dabei entstehen 
wirtschaftliche Verluste nicht nur durch den Verlust des Tieres selbst oder durch 
entstehende Medikamenten- und Behandlungskosten. Durch die systemische 
Entzündungsreaktion kommt es zu krankheitsbedingten Verhaltensänderungen wie 
beispielsweise einer Anorexie, die eine gestörte Entwicklung und Leistungsminderung 
der überlebenden Tiere bedingen kann. Ein eingeforderter kritischerer Umgang mit 
Antibiotika in der Tieraufzucht könnte die Probleme der Inflammation und Sepsis in 
der Veterinärmedizin in den nächsten Jahren noch verstärken.  
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1.3 Pathophysiologie der Sepsis und der LPS induzierten systemischen 
Inflammation 
Das Immunsystem erkennt pathogene Mikroorganismen an zumeist hoch 
konservierten Motiven, welche Pathogen assoziierte molekulare Muster 
(„pathogen-associated molecular patterns“ (PAMPs)) genannt werden. PAMPs können 
Lipide, Lipoproteine, Proteine und Nukleinsäuren einer Vielzahl von 
Mikroorganismen wie Bakterien, Viren, Parasiten und Pilzen sein [249, 512]. Ihre 
Erkennung erfolgt über „pattern recognition receptors“ des angeborenen 
Immunsystems, wie beispielweise die Toll-like-Rezeptoren (TLR) [24].  
Da gram-negative Bakterien und speziell Escherichia coli (E. coli) häufige Auslöser 
einer Sepsis darstellen, wurde zur Induktion einer systemischen Entzündungsreaktion 
im vorliegenden Versuchsdesign das PAMP Lipopolysaccharid (LPS) von E. coli 
(O111:B4, L2630) gewählt. LPS ist ein Bestandteil der Zellwand gram-negativer 
Bakterien und setzt sich aus zwei Einheiten zusammen. Der Lipid A Teil dient der 
Verankerung in der äußeren Bakterienmembran und ist eine hoch konservierte 
Struktur, welche vom Organismus als PAMP erkannt wird und somit die primäre 
immunstimulierende Komponente darstellt. Des Weiteren besteht LPS aus dem 
Polysaccharid Teil, welcher wiederum aus der Kernregion und der O-spezifischen 
Kette besteht [151]. 
 
 
Abbildung 1: Struktur von LPS  
LPS besteht aus dem Lipid A Teil, der Kernregion, welche sich in die innere und äußere Kernregion 
aufteilt und der hydrophilen O-spezifischen Kette, welche eine hohe strukturelle Variabilität aufweist. 
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LPS führt zunächst zur Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems, über 
den Toll-Like-Rezeptor 4 (TLR4) und das Glykoprotein „Cluster of 
Differentiation 14“ (CD14) [281, 385]. Diese Rezeptoren werden außerdem auch in 
bestimmten Regionen des zentralen Nervensystems (ZNS), wie beispielsweise den 
Circumventrikulären Organen (CVOs), dem Plexus choroideus und den Meningen 
exprimiert [94, 363, 387]. Daraufhin läuft eine intrazelluläre 
Signaltransduktionskaskade ab, die über die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren 
zur Expression von Genen der Immunantwort und der Freisetzung 
proinflammatorischer Mediatoren wie Zytokine, Chemokine, biologisch aktive Lipide, 
und reaktive Sauerstoffspezies führt [13]. Im Folgenden kommt es außerdem zur 
Aktivierung des erworbenen Immunsystems. Diese Vorgänge stellen, solange sie 
ausbalanciert und kontrolliert ablaufen, eine phyiologische Abwehrreaktion des 
Körpers dar, welche im Rahmen einer Immunantwort eindringende Pathogene 
eliminiert und die Homöostase wieder herstellt. Im Falle einer Sepsis kommt es jedoch 
zu einer exzessiven und unbalancierten Freisetzung zunächst proinflammatorischer 
Mediatoren, welche eine komplexe systemische Entzündungsreaktion bedingen. Dabei 
kommt es neben der Aktivierung der Akuten Phase Reaktion und des 
Komplementsystems [13, 166] auch zu einer Verschiebung des hämostatischen 
Gleichgewichts hin zu einem prokoagulatorischen Status, verbunden mit dem Risiko 
einer intravasalen disseminierten Gerinnung [291, 537].  
Die im Rahmen der Sepsis auftretende Aktivierung des Endothels führt zur vermehrten 
Expression von Adhäsionsmolekülen und Chemokinen, welche die Adhäsion von 
Leukozyten und damit ihre Diapedese erleichtern [544]. Auch Mediatoren des 
Metabolismus wie beispielsweise Leptin, welches von Fettzellen gebildet wird, 
können durch LPS induziert werden und zur Migration von Immunzellen beitragen 
[417]. Außerdem kommt es zu einer gesteigerten Gefäßpermeabilität, die zum einen 
zur Bildung von Ödemen und zum anderen einer gestörten Barrierefunktion führen 
kann. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist der Verlust des peripheren Gefäßtonus, durch 
eine Hyporeaktivität der Gefäße und einer Imbalance zwischen vasodilatatorischen 
und vasokonstriktorischen Mediatoren. Eine besondere Rolle spielt dabei 
Stickstoffmonoxid (NO), welches während einer Entzündung durch die induzierbare 
Stickstoffmonoxid Synthase (iNOS) exzessiv gebildet wird. Die dadurch entstehende 
Einleitung 
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periphere Vasodilatation induziert eine Hypotonie, die über eine Hypoperfusion und 
Zellschädigung zum Organversagen führen und in einem septischen Schock gipfeln 
kann und als wesentlicher Faktor für die Sterblichkeit während des septischen Schocks 
angesehen wird [314].  
Nach der initialen hyperinflammatorischen Phase folgt häufig eine 
hypoinflammatorische Phase, die auch als „compensatory anti-inflammatory response 
syndrome“ (CARS) oder Immunparalyse bezeichnet wird und mit einer zellulären 
Hyporesponsibilität und einer zellulärer Erschöpfung einhergeht. Vermittelt wird sie 
über eine Reihe anti-inflammatorische Mechanismen wie Zytokine (bspw. Interleukin 
(IL)-10), sowie lösliche Zytokinrezeptoren, regulatorische Immunzellen, die Apoptose 
von Leukozyten, epigenetische Regulation und neuroendokrine Mechanismen [69, 
125]. 
Allerdings konzentriert sich die vorliegende Arbeit vor allem auf die frühe, 
überwiegend hyperinflammatorische Phase der Sepsis. 
 
 
Abbildung 2: schematische Darstellung der pathophysiologischen Abläufe in der Peripherie 
nach LPS Stimulation. 
LPS induziert die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und die Freisetzung proinflammatorischer 
Zytokine in der Peripherie. Dies führt zur Aktivierung einer inflammatorischen Kaskade, die unter 
anderen mit einer Aktivierung von Leukozyten, dem Endothel, der Komplementkaskade und 
Koagulation einhergeht und zur Produktion und Freisetzung von Enzymen, ROS, NO, 
Mikrothromben, Ödemen und Zellinfiltraten führt und eine Störung der Mikro- und Makrozirkulation 
induziert, welche schließlich im Multiorganversagen gipfelt. 
ROS = reactive oxygen species, NO = Stickstoffmonoxid, LPS = Lipopolysaccharid 
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2 Humoraler Weg der Kommunikation zwischen Immunsystem und 
 Gehirn 
Während einer systemischen Entzündung kommt es jedoch nicht nur zu einer 
Schädigung peripherer Organe, sondern auch des Gehirns. Dies ist von besonderer 
Bedeutung, da das Gehirn wie kein anderes Organsystem zu einer modulatorischen 
Beeinflussung des Immunsystems beitragen kann und somit auch ein mögliches 
Zielorgan für therapeutische Ansatzpunkte darstellt. Dabei interagieren die Peripherie 
und das ZNS über drei Wege: den humoralen Weg, den zellulären Weg und den 
neuronalen Weg [8, 381]. 
Die wichtigsten Botenstoffe des humoralen Wegs sind Zytokine. Zytokine sind 
wasserlösliche Proteine, Glykoproteine bzw. Polypeptide, die als endogene 
Mediatoren der Modulation und Regulation des Immunsystems, inflammatorischer 
Reaktionen, der Zellfunktion, Wachstums- und Differenzierungsvorgängen, sowie der 
Regeneration dienen. Physiologischerweise sind Zytokinspiegel extrem niedrig, sie 
können jedoch nach infektiösen, inflammatorischen oder auch Stress-induzierten 
Stimuli innerhalb von wenigen Minuten bis Stunden gebildet werden [102, 491, 495]. 
So kommt es während einer Sepsis zu einer sehr starken Induktion von Zytokinen, die 
auch als „cytokine-storm“ bezeichnet wird [87]. Zytokine werden überwiegend von 
Leukozyten, aber auch von Endothelzellen, Fibroblasten und Epithelzellen gebildet 
[438]. Im Gehirn sind Endothelzellen, Astrozyten (IL-1β, IL-6), Mikroglia und 
Neurone (Tumornekrosefaktor (TNF)α, IL-1β, IL-6) in der Lage Zytokine zu 
produzieren [17, 75, 101, 164, 187, 295, 438].  
Zytokine können über unterschiedliche Wege mit dem Gehirn interagieren. Zum einen 
können Zytokine vagale oder andere sensorische Afferenzen stimulieren, welche diese 
Informationen über ein neuronales Signal ans Gehirn weiterleiten. Auf diesen Weg 
wird in Kapitel I 4.1 näher eingegangen. Andererseits können Zytokine Endothelzellen 
der Blut-Hirn-Schranke (BBB), Gliazellen und perivaskuläre Makrophagen aktivieren 
und sie so zur Sekretion sekundärer Signalstoffe stimulieren [517]. Ein weiterer 
wichtiger Ort für die Kommunikation zwischen Peripherie und ZNS sind die CVOs. 
Aufgrund der unvollständigen BBB in den CVOs können Zytokine dort Zellen direkt 
aktivieren und dadurch zu einer Signalweiterleitung führen (siehe Kapitel I 2.1.2) 
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[412]. Außerdem können Zytokine auch über sättigbare Transporter in der BBB ins 
ZNS gelangen. Dies konnte bisher für IL-1β, IL-6 und TNFα gezeigt werden. 
Allerdings werden auf diese Weise nur sehr geringe Zytokinkonzentrationen im 
Gehirn erreicht, weshalb dieser Mechanismus vermutlich von geringer Bedeutung ist 
[34-35]. 
2.1.1 Die Blut-Hirn Schranke 
Die Blut-Hirn-Schranke (BBB) und die Blut-Liquor-Schranke ermöglichen die 
Aufrechterhaltung eines ZNS spezifischen extrazellulären Umfelds. Sie verhindern 
bzw. regulieren das Eindringen verschiedenster Stoffe. Zu diesen gehören sowohl 
exogene Stoffe und Mikroorganismen als auch endogene neuroaktive Substanzen 
(bspw. Ionen, Zytokine, Hormone, Aminosäuren u.a.) und Immunzellen [1]. 
Die BBB besteht aus den Endothelzellen der Gehirnkapillaren, an die sich Perizyten 
anlagern und der sie umschließenden Basalmembran. Darauf folgen zahlreiche 
unterstützende Astrozytenendfüßchen. Zwischen Astrozyten und Basalmembran 
befindet sich der perivaskuläre Raum, in dem Zellen, wie beispielsweise perivaskuläre 
Makrophagen vorhanden sein können [261]. 
 
 
Abbildung 3: Schematische Übersicht über den Aufbau der Blut-Hirn-Schranke. Das Lumen der 
Gehirnkapillaren (1) wird durch Endothelzellen (2) begrenzt, an die sich Perizyten (3) anlagern. 
Zusammen werden sie von einer Basalmembran (4) umgeben, an die zahlreiche Astrozytenendfüßchen 
(5) angrenzen. Modifiziert nach [140] 
 
Das Endothel der BBB ist nicht fenestriert und weist eine geringe Pinozytoserate auf, 
was die transzelluläre Passage von größeren und hydrophilen Molekülen verhindert 
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[157]. Kleine lipophile Moleküle und Gase wie Sauerstoff und Kohlendioxid können 
jedoch durch das Endothel diffundieren. Des Weiteren verhindern „tight junctions“ 
zwischen den Endothelzellen die parazelluläre Diffusion wasserlöslicher Moleküle 
[439]. Um jedoch einen funktionellen Stoffaustausch zu gewährleisten weist die BBB 
zahlreiche Transportmechanismen zum geregelten Stoffaustausch auf, welche den 
Influx von Nährstoffen und den Efflux von toxischen Stoffen und Metaboliten 
ermöglichen [42, 60, 305, 359]. Zytokine können aufgrund ihrer Polarität und Größe 
nicht durch die BBB diffundieren. Sie können jedoch in geringen Mengen über aktive 
und sättigbare Transportmechanismen die BBB überwinden [35-36, 191, 533]. Auch 
Immunzellen können über parazelluläre und transzelluläre Mechanismen die BBB 
überwinden. Ihr Übertritt ins ZNS wird unter physiologischen Bedingungen jedoch 
streng kontrolliert und limitiert [304, 540]. 
Im Zuge einer Inflammation kann es zu Veränderungen der Permeabilität der BBB 
kommen. Dabei werden die „tight junctions“ der Endothelzellen gelöst, die Perizyten 
ziehen sich zurück und die Basalmembran verliert ihre Integrität. Dadurch kommt es 
zum Verlust der Barrierefunktion und zur Störung der Homöostase, was schließlich zu 
einer Beeinträchtigung der Gehirnfunktion führt [1]. 
2.1.2 Circumventrikuläre Organe (CVOs) und Plexus choroideus  
Neben den durch die BBB strikt abgetrennten Hirnbereichen gibt es auch solche, die 
eine weniger strenge Barriere besitzen. Dazu gehören die circumventrikulären Organe 
(CVOs), welche nahe der Ventrikel lokalisiert sind [207], und die Plexus choroideus.  
Bei den CVOs handelt es sich um kleine neuronale Strukturen, die sehr stark 
vaskularisiert sind und fenestrierte Kapillaren besitzen. Dadurch können auch größere 
und polare Moleküle mit Neuronen in Kontakt treten. So wird über die CVOs eine 
Kommunikation zwischen peripheren Mediatoren und dem ZNS möglich. 
Die CVOs werden in zwei Gruppen eingeteilt, die sekretorischen CVOs (Eminentia 
mediana (ME), Glandula pinealis (Epiphyse), Organum subcommissurale (SCO), 
Neurohypophyse) und die sensorischen CVOs (sCVOs) (Organum subfornicale (SFO), 
Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT), Area postrema (AP) [453].  
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Abbildung 4: schematische Darstellung der Lage der circumventrikulären Organe 
Die sensorischen CVOs sind in rot dargestellt: Organum subfornicale (SFO), Organum vasculosum 
laminae terminalis (OVLT) und Area postrema (AP). 
Die sekretorischen CVOs sind in schwarz dargestellt: Eminentia mediana (ME), Glandula pinealis 
(PIN) (Epiphyse), Organum subcommissurale (SCO) und Neurohypophyse (NL). Die Plexus 
choroideus sind in braun dargestellt. Modifiziert nach [413] 
 
Die sCVOs besitzen eine Reihe von Rezeptoren und Ionenkanälen, über die sie 
Signale aus der Peripherie detektieren können. Sie sind maßgeblich an der Regulation 
des Wasser- und Salzhaushalts, des kardiovaskulären Systems und des Futter- und 
Energiehaushalts sowie der Detektion emetischer Substanzen beteiligt.  
Der Plexus choroideus ist ein zottiges Kapillargeflecht, welches aus den 
Ventrikelwänden entspringt und bis in die Ventrikel hereinragt. Die Begrenzung des 
Plexus choroideus bildet eine Lage Epithelzellen mit zahlreichen Mikrovilli, welche 
auf einer Basalmembran lokalisiert sind. Benachbarte Zellen sind durch „tight 
junctions“ verbunden, die den Stoffaustausch zwischen Blut und 
Cerebrospinalflüssigkeit begrenzen und somit ein Teil der Blut-Liquor-Schranke 
darstellen. Unter den Choroideus Epithelzellen und der Basalmembran befindet sich 
ein dichtes Kapillarbett mit fenestriertem Endothel [145, 283]. Ursprünglich galt die 
Produktion der Cerebrospinalflüssigkeit als Hauptaufgabe des Plexus choroideus. In 
jüngerer Zeit wird jedoch immer mehr über seine Beteiligung an der 
Aufrechterhaltung der Homöostase des Gehirns bekannt [174].  
Sowohl die CVOs, als auch die Plexus choroideus spielen eine bedeutende Rolle für 
die Immunreaktion des Gehirns [44]. Durch die unvollständige BBB kommen Zellen 
der CVOs und des Plexus choroideus mit Substanzen aus dem peripheren Blut in 
Kontakt. So können über spezifische Rezeptoren zum einen proinflammatorische 
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Mediatoren wie IL-1β, IL-6 und TNFα [383-384], und zum anderen auch PAMPs wie 
LPS detektiert werden. Diese Information kann entweder neuronal weitervermittelt 
werden [447] oder lokal zur Bildung proinflammatorischer Mediatoren führen [412, 
510] und somit die Inflammation des ZNS weiter propagieren. Dabei sind 
beispielsweise das OVLT und die präoptische Region des Hypothalamus (Nucleus 
praeopticus medianus) an der Entstehung einer Fieberantwort beteiligt [56, 107]. Eine 
wichtige Schnittstelle zwischen dem Immunsystem und dem Nervensystem ist die 
Area postrema. Sie steht unter anderem mit dem Nucleus tractus solitarius (NTS) und 
den Nucleus dorsalis nervi vagi aber auch mit dem Hypothalamus in Verbindung [211, 
241, 332, 520]. 
Des Weiteren werden Adhäsionsmoleküle wie beispielsweise das „intercellular 
adhesion molecule-1“ (ICAM-1) auf Plexusepithelzellen konstitutiv exprimiert und 
sowohl im Plexus choroideus als auch in den CVOs durch inflammatorische Stimuli 
induziert. Den CVOs und den Plexus choroideus wird somit auch eine wichtige Rolle 
als Eintrittspforte für Leukozyten zugeschrieben [148, 433, 471].  
2.2 Transkriptionsfaktoren 
Inflammatorische Mediatoren können zur genomischen Aktivierung von Zellen 
führen. Dafür erfolgt zunächst die Bindung dieser Mediatoren an ihre spezifischen 
Rezeptoren auf der Zelloberfläche. Daraufhin erfolgt im Rahmen einer Signalkaskade 
die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren und ihre Translokation in den Zellkern. 
Dort regulieren sie durch die Interaktion mit regulatorischen DNA Elementen die 
Transkription verschiedener Zielgene [343]. 
Im Folgenden soll auf die für die vorliegende Arbeit wichtigen Transkriptionsfaktoren 
näher eingegangen werden. 
2.2.1 NFκB und IκBα 
NFκB (“nuclear factor kappa B“) liegt im Zytoplasma ruhender Zellen zumeist als 
Heterodimer aus den Molekülen p50 und p65 vor. Allerdings verhindert eine 
Komplexbildung mit dem „Inhibitor of κB“ (IκB) die Translokation von NFκB in den 
Zellkern und die dadurch vermittelte genomische Aktivierung der Zelle [29, 299]. Eine 
Vielzahl von Stimuli unter anderem auch LPS und Zytokine können zu einer 
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Aktivierung von NFκB führen [104]. Nach Bindung ihres Rezeptors und Aktivierung 
der jeweiligen Signalkaskade erfolgt eine Phosphorylierung und Ubiquitierung von 
IκB, gefolgt von dessen Abspaltung und Abbau im Proteasom. Daraufhin können die 
NFκB-Dimere in den Nukleus translozieren und dort durch die Bindung an 
regulatorische Elemente („κB enhancer elements“) eine Vielzahl von Zielgenen 
regulieren [131, 452]. Zu diesen gehören auch Zytokine, Chemokine, 
Adhäsionsmoleküle und viele weitere inflammatorische Mediatoren [365, 394]. Somit 
ist NFκB ein sehr wichtiger Faktor für nahezu alle Facetten der Immunantwort.  
Die Regulation von NFκB erfolgt überwiegend über IκB. Dabei wird IκBα sowohl 
durch inflammatorische Mediatoren, als auch durch NFκB selber induziert [278, 287]. 
Glukokortikoide können ebenfalls die Bildung von IκB induzieren [382], und IL-10 zu 
einem verminderten Abbau von IκB führen und somit zur Hemmung von NFκB 
beitragen [12]. Der „nuclear factor IL-6“ (NF-IL6) hingegen reduziert die IκB 
Expression, sodass hier eine gegenseitige Beinflussung von Transkriptionsfaktoren 
vorliegt [88].  
Durch die Regulation einer Vielzahl inflammatorischer Gene ist NFκB auch für die 
Entstehung einer Sepsis von großer Bedeutung. So konnte gezeigt werden, dass die 
NFκB Aktivität in Sepsispatienten erhöht ist und mit dem Schweregrad der 
Erkrankung und der Prognose korreliert [25, 64]. Sowohl in LPS als auch in „cecal 
ligation and puncture“ (CLP) Modellen konnte gezeigt werden, dass in Ratten die 
Hemmung des IκB Abbaus zu einer reduzierten Expression von ICAM-1, CXCL-1 
und Zytokinen, einer reduzierten Myeloperoxidaseaktivität in Geweben, einer 
reduzierten Endothelpermeabilität, einer Stabilisierung des Blutdrucks und einer 
Reduktion von Lungenschäden führte [300, 445]. Ähnliche Ergebnisse konnten 
verschiedene Arbeitsgruppen auch nach Hemmung der NFκB Aktivität in Mäusen 
erzielen [16, 225, 361].  
2.2.2 STAT3 und SOCS3  
Der „signal transducer and activator of transcription 3“ (STAT3) wird durch Zytokine 
(IL-6, IL-10, Interferon-γ) [160, 258], LPS [264] und andere Faktoren aktiviert. Der 
Janus-Kinase/STAT (JAK/STAT) Signalweg ist insbesondere wichtig für die gp130 
vermittelte Signaltransduktion der IL-6 Familie [566]. Dabei erfolgt eine 
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Phosphorylierung durch rezeptorassoziierte Tyrosinkinasen (Janus-Kinase 2 (JAK2)), 
gefolgt von der Bildung von Homo- oder Heterodimeren und anschließend der 
Translokation in den Zellkern [200, 256]. Dort kann STAT3 die Expression einer 
Vielzahl von Zielgenen regulieren. Dazu gehören vor allem auch Gene, welche mit 
Inflammation assoziiert sind, wie verschiedene Zytokine, die mikrosomale 
Prostaglandin E Synthase (mPGES) [419] und Akute Phase Proteine, einige 
Transkriptionsfaktoren und Faktoren für Zellwachstum, -differenzierung, Angiogenese 
und Apoptose [92, 127]. Die negative Regulation von STAT3 erfolgt unter anderem 
über die Hemmung der JAK durch den „suppressor of cytokine signalling 3“ (SOCS3). 
SOCS3 wird im Sinne einer negativen Rückkopplung durch STAT3 induziert aber 
auch durch einige Zytokine und LPS [61, 65, 273, 470]. Auch eine Induktion von 
SOCS3 durch NF-IL6 wurde beschrieben [551].  
Es konnte gezeigt werden, dass die Hemmung von STAT3 zu einer Verminderung von 
Organschäden und einer erhöhten Überlebensrate von Ratten in CLP Modellen führte 
[219, 559]. Auch die Überexprimierung von SOCS3 in genetisch veränderten Mäusen 
zeigte einen protektiven Effekt nach Induktion eines septischen Schocks durch LPS 
und D-GalN [154]. 
2.2.3 NF-IL6 
NF-IL6 gehört zur Gruppe der „CCAAT/enhancer-binding-proteins“ (C/EBP) und 
wird in der Literatur auch als C/EBPβ bezeichnet [11]. Eine Aktivierung von NF-IL6 
kann durch inflammatorische Zytokine, LPS [11, 89, 492], Hypoxie [199] aber auch 
durch neuronale Aktivität [480] erfolgen. Dabei wird die aktivierende Domäne 
freigegeben und die Translokation von NF-IL6 in den Zellkern, sowie dessen Bindung 
an DNA Regionen ermöglicht. Dabei kann NF-IL6 auch durch die Interaktion mit 
anderen Transkriptionsfaktoren zur Modulation der Genexpression beitragen. So 
beeinflusst NF-IL6 durch die Induktion von SOCS3 [551] und die Hemmung von 
IκBα [88] beispielsweise auch die Aktivität von STAT3 und NFκB. 
NF-IL6 wird in einer Vielzahl von Geweben wie der Leber, Magen-Darm-Trakt, 
Lunge, Fettgewebe, Gehirn, Milz, Niere, Mamma, Plazenta und in Leukozyten 
exprimiert [321]. Im Gehirn sind Neurone [473], Astrozyten, Mikroglia [144], 
Endothelzellen und perivaskuläre Makrophagen wichtige NF-IL6 exprimierende 
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Zelltypen [113]. NF-IL6 ist wichtig für die Zellproliferation und -differenzierung, den 
Glukose- und Fettstoffwechsel, die Thermogenese, das Langzeitgedächtnis, die 
Tumorgenese, das Immunsystem und die Inflammation [91, 386, 490, 570]. Wichtige 
inflammatorische Zielgene von NF-IL6 sind beispielsweise Zytokine [11, 376, 561], 
Enzyme (iNOS, mPGES) [136, 474], Adhäsionsmoleküle (ICAM-1) [93] und 
Chemokine [562]. Somit scheint NF-IL6 unter anderem auch für die Auswanderung 
von Immunzellen von Bedeutung zu sein. In diesem Zusammenhang konnte 
nachgewiesen werden, dass NF-IL6-defiziente Mäuse eine verringerte Einwanderung 
neutrophiler Granulozyten (NG) ins Gehirn nach zerebraler Ischämie zeigen [245]. Zu 
einer therapeutischen Modulation von NF-IL6 im Rahmen einer Sepsis liegen bislang 
kaum Daten vor. Es wird jedoch eine Beteiligung von NF-IL6 an unterschiedlichen 
Erkrankungen wie Alzheimer, Schlaganfall und amyotropher Lateralsklerose vermutet 
[245, 476, 509]. Allerdings konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden, ob NF-IL6 
protektive oder negative Effekte im Gehirn vermittelt. So konnten Kapadia et al. 
(2006) zeigen, dass NF-IL6-defiziente Mäuse nach zerebraler Ischämie einen 
geringeren neuronalen Schaden, verbunden mit einer verminderten Inflammation im 
Gegensatz zu Wildtypmäusen aufweisen [245]. Andererseits konnte aber auch 
nachgewiesen werden, dass eine gesteigerte NF-IL6 Expression eine Hypoxie 
induzierte Apoptose in Neuronen vermindert [192] und wichtig für die neuronale 
Regeneration ist [340]. 
 
3 Zellulärer Weg der Kommunikation zwischen Immunsystem und 
 Gehirn 
3.1 Rekrutierung von Immunzellen 
3.1.1 Diapedese 
Um eine zelluläre Immunantwort in betroffenen Geweben ausführen zu können 
müssen Leukozyten zunächst einmal das Blutgefäßsystem verlassen und dabei die 
endotheliale Barriere überwinden. Dafür werden Endothelzellen und Leukozyten 
einerseits direkt über „danger associated molecular patterns“ (DAMPs) und PAMPs 
aktiviert, andererseits kommt es zu einer weiteren Aktivierung durch von Immunzellen 
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gebildete proinflammatorische Zytokine. Dies führt zu einer vermehrten Expression 
von Adhäsionsmolekülen und Chemokinen [469]. Im Zuge der Diapedese kommt es 
zunächst zu einer schwachen Bindung, welche überwiegend durch Selektine (bspw. E-
/P-/L-Selektin) und ihre Liganden (bspw. „E-selectin ligand 1“ (ESL-1), „P-selectin 
glycoprotein ligand 1“ (PSGL-1), „sialyl-Lewis x antigen“ (S-Lex)) vermittelt wird. 
Dadurch werden die Leukozyten gebremst und rollen auf dem Endothel entlang. Die 
Aktivierung von Chemokinrezeptoren führt dabei zu einer erhöhten Adhesivität von 
Integrinen auf Leukozyten. Dies ermöglicht den Arrest der Immunzellen durch die 
Bindung von Integrinen (bspw. „Lymphocyte function-associated antigen 1“ (LFA-1), 
„macrophage-1 antigen“ (Mac-1), „very late antigen 4“ (VLA-4)) an 
Adhäsionsmoleküle der Immunglobulinsuperfamilie (bspw. „intercellular adhesion 
molecule-1/-2“ (ICAM-1, ICAM-2), „vascular cell adhesion molecule 1“ (VCAM-1)) 
[186, 284, 334, 355, 466]. Danach erfolgt die parazelluläre oder transzelluläre 
Migration durch das Endothel.  
 
 
Abbildung 5: Vereinfachte Darstellung der Leukozytendiapedese. Der obere Abschnitt zeigt die 
einzelnen Schritte der Diapedese, während der untere Abschnitt ausgewählte dabei benötigte 
Adhäsionsmoleküle zeigt. Adhäsionsmoleküle, welche auf Endothelzellen exprimiert werden, sind in 
gelb dargestellt, solche, die auf Leukozyten exprimiert werden in blau. Das abluminale Gewebe ist 
hellblau, die Basalmembran pink, Perizyten grün, Astrozyten dunkelgrün, Endothelzellen gelb, 
Leukozyten dunkelblau und das Gefäßlumen rot dargestellt. VLA-4 = very late antigen 4, ESL-1 = E-
selectin ligand 1, PSGL-1 = P-selectin glycoprotein ligand 1, S-Lex = sialyl-Lewis x antigen, VCAM-1 
= vascular cell adhesion molecule 1, LFA-1 = lymphocyte function-associated antigen 1, Mac-1 = 
macrophage-1 antigen, ICAM = „intercellular adhesion molecule“, PECAM-1 = platelet/endothelial 
cell adhesion molecule 1. Modifiziert nach [334, 355, 523]. 
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3.1.2 Leptin 
Leptin ist klassischerweise als Sättigungshormon bekannt. Es wird überwiegend in 
Adipozyten gebildet und reguliert über hypothalamische Rezeptoren den 
Energiehaushalt und die Futteraufnahme [168]. Jüngst wird jedoch immer mehr über 
die Einflüsse von Leptin auf die Immunantwort bekannt. So bewirkte eine genetische 
Leptindefizienz (ob/ob Mäuse) oder Leptinresistenz (db/db Mäuse) in Mäusen eine 
Immunsuppression, eine erhöhte Anfälligkeit für bakterielle Infektionen [224, 307] 
und eine Resistenz gegenüber Autoimmunreaktionen [83, 313, 417]. Leptin wird unter 
anderem als Reaktion auf inflammatorische Stimuli wie LPS vermehrt gebildet [153, 
189, 429] und funktionelle Leptinrezeptoren konnten neben Regionen des 
Hypothalamus auch auf einigen CVOs, den Meningen, Ependymzellen und 
Endothelzellen nachgewiesen werden [339, 418]. Die Leptinwirkung kann 
experimentell durch Fasten, ein Leptinantiserum oder in genetisch veränderten Mäusen 
durch eine Störung der Leptinproduktion (ob/ob Mäuse) oder des Leptinrezeptors 
(db/db Mäuse) aufgehoben werden. In all diesen Fällen beobachtet man eine 
Verminderung der LPS induzierten Einwanderung NG ins Gehirn, sowie eine 
reduzierte Expression von CXCL1, CXCL2, IL-1β und ICAM-1 im Gehirn [8, 417]. 
Somit ist Leptin ein weiterer wichtiger Faktor, für die Rekrutierung von Immunzellen 
ins Gehirn. Des Weiteren ist Leptin an der Entstehung von „sickness behaviour“ und 
einer krankheitsbedingten Anorexie beteiligt [196, 423]. 
3.2 Immunzellen des Gehirns 
Das ZNS ist aufgrund funktioneller (überwiegend postmitotische Zellen) und 
anatomischer (starre Begrenzung lässt keinen Raum für Schwellungen) Begebenheiten 
empfindlich gegenüber ausgeprägten entzündlichen Reaktionen. Trotzdem muss ein 
ausreichender immunologischer Schutz dieses Organs sichergestellt werden, ohne es 
dabei zu schädigen. Deshalb weist das ZNS auch auf zellulärer Ebene einige 
immunologische Besonderheiten auf. Zum einen wird der Eintritt von Leukozyten ins 
Gehirn streng limitiert, zum anderen weist das ZNS eine ihm eigene organspezifische 
Zusammensetzung der Immunzellpopulationen auf. 
Unter physiologischen Bedingungen finden sich die folgenden Zelltypen im ZNS: 
Einleitung 
 - 21 -   
 
Abbildung 6: Vorkommen von Immunzellen unter physiologischen Bedingungen im Gehirn.  
Gehirnparenchym: Mikroglia, Astrozyten [389], Plexus choroideus: Makrophagen, Kolmers epiplexus 
Zellen [184], CSF: T-Zellen, B-Zellen, Monozyten, NK, DC [204], Meningen und Perivaskulärer 
Raum: Makrophagen und Mastzellen [251]. CSF = Cerebrospinalflüssigkeit, NK = natürliche 
Killerzellen, DC = dendritische Zellen 
3.2.1 Mikroglia 
Unter physiologischen Bedingungen zeigen Mikroglia einen verästelten Phänotyp mit 
zahlreichen Fortsätzen, welche sich durch das Parenchym bewegen. Früher 
bezeichnete man sie als inaktive Mikroglia, heute weiss man jedoch, dass sie mit ihren 
Fortsätzen das Parenchym aktiv überwachen [45, 352]. Intakte Neurone fördern über 
verschiedene Moleküle den „inaktiven“ überwachenden Status der Mikroglia, während 
eine Vielzahl von Signalen zu ihrer Aktivierung führt. Hierzu gehören exogene und 
endogene Warnsignale, sowie Komplementfaktoren und inflammatorische Zytokine 
[31]. Aktivierte Mikroglia nehmen eine amöboide Form an und sind zur Phagozytose, 
Lokomotion und teilweise auch Antigenpräsentation befähigt. Man unterscheidet, 
ähnlich wie bei Makrophagen, aktivierte Mikroglia vom Typ M1 und M2. Zellen vom 
Typ M1 setzen überwiegend proinflammatorische Zytokine (IL-1β, IL-6, IL-23, 
TNFα), Chemokine sowie zytotoxische Substanzen (ROS, NO) frei. Dadurch 
verstärken sie die inflammatorische Reaktion und können zur Gewebeschädigung 
beitragen. Mikroglia vom Typ M2 hingegen sezernieren unter anderem anti-
inflammatorische Zytokine (IL-10) und Wachstumsfaktoren (transforming growth 
factor (TGF)) und übernehmen somit überwiegend immunregulatorische Funktionen 
und fördern die Regeneration [45].  
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Nach LPS Applikation kann bereits nach wenigen Stunden eine Aktivierung von 
Mikroglia im Gehirn nachgewiesen werden [209]. Diese mikrogliale Aktivierung wird 
häufig mit der Entstehung eines Sepsis assoziierten Deliriums (SAD) in Verbindung 
gebracht [7, 463]. So beobachteten Anderson et al. (2015) einen Monat nach LPS 
Applikation in Mäusen eine Verstärkung von ängstlichem und depressionsartigem 
Verhalten, das unter anderem mit einer lang anhaltenden Aktivierung von Mikroglia 
einherging [22]. Die genauen zugrundeliegenden Mechanismen sind jedoch noch nicht 
eindeutig bekannt.  
Neben Mikroglia, welche als wichtigste residente Immunzellpopulation des Gehirns 
angesehen werden, können auch Astrozyten an der Immunantwort beteiligt sein. Zum 
einen sind sie in der Lage Zytokine [388] und Chemokine zu sezernieren [320, 513], 
zum anderen trägt der Verlust ihrer physiologischen Funktion zu einer Schädigung von 
Neuronen bei [53]. 
3.2.2 Monozyten / Makrophagen und Mastzellen 
Makrophagen entstammen dem Knochenmark und finden sich unter physiologischen 
Bedingungen in den Meningen, dem Plexus choroideus und dem perivaskulären Raum 
[184]. Somit befinden sie sich an der Grenzfläche zwischen dem Blutgefäßsystem und 
dem ZNS Parenchym. Sie dienen der immunologischen Überwachung des ZNS, sowie 
der Phagozytose und Antigenpräsentation. Je nach Aktivierungsstatus wird ihnen 
entweder eine schädigende oder sogar eine protektive Beteiligung an zahlreichen 
neuroinflammatorischen Pathologien wie Multipler Sklerose (MS), ischämischer und 
traumatischer Hirnschädigung sowie der Alzheimer Erkrankung zugewiesen [62, 252, 
263, 448].  
Makrophagen und Mastzellen wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. 
3.2.3 Lymphozyten 
Die Rolle von Lymphozyten während einer Sepsis wurde bislang überwiegend in der 
späteren hypoinflammatorischen Phase der Sepsis untersucht. Dabei ist die Apoptose 
von Lymphozyten an der Entstehung einer Immunsuppression beteiligt, welche mit 
einer erhöhten Sterblichkeit einhergeht [213, 536]. Venet et al. (2009) konnten zeigen, 
dass regulatorische T-Lymphozyten zu einer reduzierten Antwort von Lymphozyten 
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auf mitogene Stimuli in Mäusen und Sepsispatienten führten [516]. Somit scheinen 
unter anderem regulatorische T-Lymphozyten eine wichtige Rolle bei der 
Fehlregulation der Immunantwort einzunehmen [202, 437]. 
Für die frühe Phase der Sepsis zeigten Mihaylova et al. (2014) eine Reduktion nahezu 
aller T-Lymphozytenpopulationen im Blut 4,5 Stunden nach Sepsisinduktion. Dies 
galt jedoch nicht für natürliche Killerzellen, die nur nach zusätzlicher Vagotomie 
reduziert waren, und aktivierte T-Helferzellen, welche keinen Veränderungen 
unterlagen. Dahingegen zeigte sich eine erhöhte Anzahl aktivierter cytotoxischer 
T-Lymphozyten, die durch eine Vagotomie vermindert, durch eine zusätzliche 
Vagusnervstimulation jedoch erhöht wurde [326]. In der Milz bewirkte LPS in der 
vagotomierten Gruppe eine Reduktion sämtlicher Lymphozyten, während LPS alleine 
oder eine zusätzliche Vagusnervstimulation (VNS) nur zu einer Reduktion 
neutrophiler Granulozyten führte. Auf die Bedeutung des N. vagus in diesem 
Zusammenhang wird in Kapitel I 4 näher eingegangen. Das Aktivierungsmuster war 
hierbei nicht beeinflusst [326]. Der Verlust von Lymphozyten in der vagotomierten 
LPS Gruppe spiegelte sich weder in einem Anstieg der Lymphozytenzahl im Blut 
wieder, noch ist er durch eine erhöhte Apoptoserate zu erklären, da die Apoptose erst 
nach etwa 12 bis 16 Stunden zu Veränderungen der Zellzahlen führt [536, 558]. 
Demnach scheint es naheliegend, dass es zu einer Marginalisation von Lymphozyten 
in peripheren Stromgebieten kommen könnte. Inwiefern dies zutrifft und welche 
Bedeutung es in der Pathogenese der Sepsis einnimmt muss jedoch noch näher 
untersucht werden. Deshalb soll in der vorliegenden Arbeit unter anderem eine 
mögliche Migration von Lymphozyten ins Gehirn in den ersten 4,5 Stunden der Sepsis 
untersucht werden. 
Im Gehirn kommen Lymphozyten physiologischer Weise in der 
Cerebrospinalflüssigkeit vor, wobei es sich überwiegend um CD4+ Gedächtniszellen 
handelt [389, 483]. Es wird angenommen, dass sie größtenteils über den Plexus 
choroideus in die Cerebrospinalflüssigkeit gelangen und diese immunologisch 
überwachen [260]. Des Weiteren scheinen sie bei Lernprozessen, der 
Gedächtnisfunktion und der Plastizität des Gehirns eine Rolle zu spielen [40]. So 
konnten kognitive Defizite und abnormale Verhaltensweisen nach einer Depletion 
reifer T-Lymphozyten in Mäusen beobachtet werden [255]. T-Lymphozyten besitzen 
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jedoch auch schädigendes Potenzial und sind bei der Entstehung von ZNS-Pathologien 
wie MS und ischämischen Läsionen beteiligt [19, 289]. Welche Rolle T-Lymphozyten 
möglicherweise in der frühen Phase der Sepsis im Gehirn spielen ist unbekannt.  
3.2.4 Neutrophile Granulozyten 
Einerseits sind NG wichtig für die Eliminierung von Bakterien und somit die Kontrolle 
von Infektionen, andererseits sind sie an der Entstehung von Organschäden während 
einer Sepsis beteiligt. Dabei kommt es häufig zu Lungenschäden („acute respiratory 
distress syndrome“), die durch eine massive Infiltration von NG in die Lunge 
gekennzeichnet sind und durch die Depletion der NG verbessert werden können [2, 
243, 530]. Des Weiteren können NG auch eine Rolle bei der inflammatorischen 
Schädigung von Niere [201], Leber [205] und Darm spielen [277]. Dennoch lieferte 
eine therapeutische Modulation der NG kontroverse Resultate. So konnten Perl et al. 
(2007) zeigen, dass die Hemmung der Apoptose NG in einem Sepsismodell mit 
lebenden Infektionserregern (CLP-Modell) zu einem Überlebensvorteil führte, 
während diese Hemmung in einem LPS induziertem Sepsismodell die Überlebensrate 
verringerte [59, 303, 373, 521].  
Im Gehirnparenchym sind physiologischerweise keine NG enthalten. LPS sowie 
andere inflammatorische Stimuli führen jedoch innerhalb von 8 bis 24 Stunden zu 
einer Rekrutierung von NG ins Gehirn [8, 63, 235-236, 417, 567]. Dort produzieren sie 
inflammatorische Mediatoren (bspw. NO, IL-1β, TNFα, CXCL1, CCL2) [8, 236, 348], 
welche zur Aktivierung und Rekrutierung weiterer Immunzellen, sowie der 
Aktivierung des Endothels beitragen. Außerdem weisen NG ein hohes neurotoxisches 
Potenzial auf. So konnte in vivo und in vitro gezeigt werden, dass NG über die 
Freisetzung von Proteasen (Myeloperoxidase (MPO), Matrixmetalloproteinasen), 
reaktiven Sauertsoffspezies und extrazellulärer dekondensierter DNA, welche 
eigentlich der Bekämpfung von Infektionserregern dienen, neurotoxisch wirken [14, 
132, 235, 348, 422]. Zusätzlich kann es zu einer erhöhten Permeabilität von 
Endothelien, verbunden mit der Entstehung eines Ödems und einer dadurch 
verschlechterten Gewebeoxygenierung, sowie einer Störung der BBB führen [63, 422]. 
Des Weiteren weisen aktivierte NG eine erhöhte Bindungsaffinität zu Endothelien und 
eine erhöhte Rigidität verbunden mit einer verminderten Verformbarkeit auf [76, 268, 
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455]. Dies kann eine vermehrte Adhäsion, Aggregation oder Sequestration der NG in 
der Mikrozirkulation bedingen und so zu einer Störung des Blutflusses gefolgt von 
ischämischen Gewebeschäden führen. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass NG 
nach peripherer LPS Gabe an der Entstehung von depressionsartigem Verhalten und 
einem gestörten Sozialverhalten bei Mäusen beteiligt sind und somit eine Rolle für die 
Kommunikation zwischen Immunsystem und Gehirn spielen [8]. Durch diese 
Mechanismen könnten auch NG an der Entstehung des SAD beteiligt sein. In der 
vorliegenden Arbeit soll deshalb unter anderem untersucht werden, ob eine efferente 
Vagusnervstimulation die Migration NG ins Gehirn beeinflusst.  
 
4 Neuronaler Weg der Kommunikation zwischen Immunsystem und 
 Gehirn 
4.1 Vagale Afferenzen 
Eine wichtige Komponente des neuronalen Weges ist der Nervus (N.) vagus. Er 
entspringt als X. Gehirnnerv dem Hirnstamm und verzweigt sich anschließend im  
Brust- und Bauchraum. Efferente Anteile des N. vagus steuern über die 
parasympathische Innervation nahezu aller thorakalen und abdominalen Organe eine 
Vielzahl physiologischer Vorgänge [421]. In der Kommunikation zwischen 
Immunsystem und Gehirn weisen sie eine immunmodulierende Wirkung auf, welche 
unter dem Begriff cholinerger anti-inflammatorischer Weg bekannt ist und im 
folgenden Kapitel I 4.2 näher erläutert wird. Afferente Anteile hingegen repräsentieren 
den umgekehrten Weg und übermitteln Informationen aus der Peripherie an das ZNS 
[421]. Dabei ist der N. vagus auch an der Entstehung einer Reihe an zentralen 
inflammatorischen Reaktionen wie beispielsweise krankheitsbedingten 
Verhaltensänderungen und Fieber beteiligt. Dafür spricht, dass eine i.v. Applikation 
von IL-1β die Frequenz von Aktionspotentialen in vagalen hepatischen Afferenzen 
erhöhte [351] und eine i.v. oder i.p. Injektion von LPS zu einer verstärkten c-Fos 
Expression als Marker einer erhöhten vagalen Aktivierung in primären afferenten 
Neuronen des N. vagus führte [172]. Des Weiteren ergaben Untersuchungen mit einem 
biotinylierten Interleukin-1 Rezeptorantagonisten (IL-1ra), dass höchstwahrscheinlich 
IL-1 Bindungsstellen auf Glomuszellen vagaler Paraganglien vorhanden sind [180]. 
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Als Teil des Kommunikationswegs zwischen Peripherie und Gehirn trägt der N. vagus 
außerdem auch zur Induktion inflammatorischer Mediatoren im Gehirn bei [55]. Dabei 
kommt es nach einer Aktivierung vagaler Afferenzen, zur Signaltransduktion in 
Kernregionen des Hirnstamms (bspw. Nucleus tractus solitarius), von wo das Signal 
über sekundäre Projektionen unter anderen in den Hypothalamus weitergeleitet wird 
[430]. Dort kann entweder direkt oder über die Bildung von sekundären Mediatoren 
eine „sickness response“ ausgelöst werden [55, 115]. So zeigten Layé et al. (1995) und 
Hansen et al. (1998), dass eine subdiaphragmatische Vagotomie einen LPS oder IL-1β 
bedingten Anstieg der IL-1β Expression im Hippocampus und Hypothalamus 
verminderte, wobei dieser Effekt unabhängig von der peripheren IL-1β Expression war 
[195, 285]. Eine funktionelle Relevanz dieser Ergebnisse konnte untermauert werden, 
indem gezeigt wurde, dass eine subdiaphragmatische Vagotomie zu einem reduzierten 
„sickness behaviour“ [57-58], einer reduzierten Hyperalgesie [534], einer reduzierten 
Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse Achse [171] und 
einer verminderten febrilen Antwort nach i.p. oder i.v. Applikation von LPS oder 
Zytokinen führte [181, 194, 398, 408, 411, 532, 535]. Allerdings zeigten einige 
Versuche auch, dass beispielsweise die Unterdrückung des Fiebers zum einen vom 
Applikationsort [181] und zum anderen von der Dosis des Pyrogens abhängig ist und 
nur bei niedrigen LPS Dosen auftritt [193, 398]. Dies weist darauf hin, dass der 
afferente vagale Weg bei höheren Dosen durch andere Mechanismen beispielsweise 
des humoralen Wegs überlagert wird [398].  
4.2 Der cholinerge anti-inflammatorische Weg 
Die Idee des cholinergen anti-inflammatorischen Wegs wurde 2000 von Borovikova et 
al. eingeführt und beschreibt einen Mechanismus zur Modulation der Immunantwort 
über den N. vagus [70-71]. Das Konzept des cholinergen anti-inflammatorischen Wegs 
wurde häufig kontrovers diskutiert und über die Jahre weiterentwickelt. Im Folgenden 
soll der aktuelle Wissenstand dargestellt werden, welcher gewiss auch in Zukunft 
durch neue Erkenntnisse weiter verfeinert werden wird. 
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass zur Vermittlung des cholinergen 
anti-inflammatorischen Wegs die folgenden anatomischen Strukturen und Mediatoren 
benötigt werden: der N. vagus [70-71], die Milz [221], T-Lymphozyten [402], nicht 
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neuronales Acetylcholin (ACh) [402], nikotinerge Acetylcholinrezeptoren (α7nAChR) 
[527] [519], der N. splenicus [401], Noradrenalin und Makrophagen. 
Allerdings ist bis heute noch nicht vollständig geklärt wie die Information vom N. 
vagus auf die Milz übermittelt wird. Eine direkte Innervation der Milz durch den N. 
vagus ist dabei aufgrund der anatomischen Gegebenheiten ausgeschlossen [43, 342]. 
Deshalb wurde zunächst ein disynaptischer Weg vermutet, wobei die Informationen 
des N. vagus im Ganglion coeliacum auf sympathische Fasern des N. splenicus 
umgeschaltet werden und über diesen die Milz erreichen [362, 401]. Allerdings 
konnten neuere Studien belegen, dass eine solche disynaptische Verschaltung nicht 
existiert [74, 84]. Deshalb postulierte Martelli et al. (2014), dass der N. vagus 
T-Lymphozyten in sekundär lymphatischem Gewebe des Magendarmtraktes 
mobilisiert. Ein Teil dieser T-Lymphozyten, welcher zur Synthese von ACh befähigt 
ist, wird in der Milz sequestriert [397] und bildet dort ACh. Dieses ACh bewirkt nun 
über α7nAChR auf sympathische Nervenendigungen des N. splenicus eine Freisetzung 
von Noradrenalin. In diesem Fall ist die Noradrenalin Freisetzung also nicht über 
Aktionspotentiale vermittelt, sondern über die Aktivierung durch ACh. Das 
freigesetzte Noradrenalin wirkt seinerseits über β-adrenerge Rezeptoren auf 
Makrophagen, wodurch die Produktion proinflammatorischer Mediatoren gehemmt 
wird [310]. Doch auch dieser Weg ist noch nicht vollständig bewiesen und bleibt 
Gegenstand der Diskussion. 
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Abbildung 7: vereinfachte schematische Darstellung einer Hypothese des cholinergen 
anti-inflammatorischen Weges.  
ChAT+ T-Zellen = Cholin Acetyltransferase positive T-Zellen, ACh = Acetylcholin, α7nAChR = α7 
nicotinerge Acetylcholinrezeptoren, NA = Noradrenalin, βaR = β adrenerge Rezeptoren, LPS = 
Lipopolysaccharid. Modifiziert nach [310] 
 
5 Sepsis assoziiertes Delirium  
Eine der häufigsten Komplikationen der Sepsis stellt das Sepsis assoziierte Delirium 
(SAD) dar. Es betrifft je nach Autor 9-71 % der Sepsispatienten und ist zumeist mit 
einer erhöhten Sterblichkeit verbunden [468, 571]. Das SAD stellt eine Dysfunktion 
des Gehirns dar, die mit verminderter kognitiver Leistung, Konzentrationsschwäche, 
Verwirrtheit, Desorientierung, Persönlichkeitsänderungen, Bewusstseins-
veränderungen bis hin zum Koma oder auch Krampfanfällen einhergeht [475, 571]. 
Dies ist nicht nur ein Problem der akuten Erkrankung, sondern beeinträchtigt auch die 
Lebensqualität nach einer überstandenen Sepsis. So zeigten Sepsispatienten 6 bis 24 
Monate nach einer Sepsis eine verringerte Lern- und Gedächtnisleistung, verbunden 
mit einer Reduktion des Volumens des linken Hippocampus und EEG Veränderungen 
[440]. Iwashyna et al. (2012) berichteten sogar von kognitiven Störungen in Patienten 
8 Jahre nach überstandener Sepsis [232].  
Es sind vielfältige Faktoren bekannt, die zur Entstehung des SAD beitragen können, 
dennoch sind die pathophysiologischen Zusammenhänge noch nicht im Detail 
aufgeklärt. Die hauptsächlich in Frage kommenden Mechanismen sind zum einen 
vaskulärer Natur, wie die Schädigung des Endothels [444] [366] verbunden mit dem 
Auftreten von Ödemen, dem Zusammenbruch der BBB [349] und Störungen der 
Mikrozirkulation [444, 484]. Zum anderen spielen inflammatorische Faktoren wie 
proinflammatorische Mediatoren (bspw. IL-1β, IL-6, TNFα) [233] sowie oxidativer 
Stress [46], Apoptose und eine gestörte Synthese und Verteilung von 
Neurotransmittern und/oder Aminosäuren [41, 185] eine Rolle. Die meisten dieser 
Faktoren beeinflussen sich gegenseitig und können nicht streng von einander getrennt 
werden, weswegen eine multifaktorielle Genese vermutet wird. Dennoch konnte 
gezeigt werden, dass unter den oben genannten Faktoren besonders der 
Mikrozirkulation eine große Bedeutung für die Aufrechterhaltung der Gehirnfunktion 
zukommt. So konnten Rosengarten et al. (2007) zunächst eine Störung der evozierten 
zerebralen Durchblutung detektieren, bevor ein Verlust der Amplituden 
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somatosensorisch evozierter Potentiale (SEP) als Indikator der Gehirnfunktion auftrat 
[404]. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit unter anderem der evozierte zerebrale 
Blutfluss als Indikator der Mikrozirkulation untersucht. 
Die Diagnose des SAD wird überwiegend über klinische Untersuchungen und die 
Elektroenzephalographie (EEG) gestellt. Bildgebende Verfahren wie die 
Magnetresonanztomographie und die kraniale Computertomographie können diese 
Untersuchungen ergänzen [443].  
Die Elektroenzephalographie ist eine hochsensitive Methode zum Nachweis einer 
gestörten Gehirnfunktion, bei der bereits vor dem Auftreten klinischer Symptome 
Veränderungen im EEG und in evozierten Potentialen nachgewiesen werden können. 
Das Ausmaß der EEG Veränderungen korreliert mit dem Schweregrad der 
Gehirndysfunktion und ist wichtig für die weitere Prognose [96, 553]. Deshalb wurden 
in der vorliegenden Arbeit somatosensorisch evozierte Potentiale (SEP) als Indikator 
der Gehirnfunktion erfasst. Evozierte Potentiale erlauben die Beurteilung der 
Leitfähigkeit und somit der Funktionsfähigkeit von peripheren und zentralen 
Nervenbahnen. Dabei wird ein Sinnesorgan oder peripherer Nerv durch einen externen 
Stimulus gereizt und die dadurch ausgelösten elektrischen Potentiale können in der 
verarbeitenden Region des zentralen Nervensystems gemessen werden. Je nach 
Sinnesorgan bzw. peripheren Nerven werden akustisch, visuell, olfaktorisch, 
motorisch und somatosensorisch evozierte Potentiale unterschieden. Die Messung von 
SEPs in einem Tiermodell ermöglicht durch elektrische Stimulation des N. medianus 
mit definierten Reizparametern ein hohes Maß an Standardisierung und ist am 
narkotisierten Tier einfach durchzuführen (siehe Kapitel I 2.4.8) [240, 358, 404].  
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der inflammatorischen Kaskade in der Peripherie und 
im Gehirn nach LPS Stimulation. 
LPS führt zu einer inflammatorischen Kaskade, die in Kapitel I 1.3 näher erläutert ist. Zusätzlich 
findet eine Kommunikation zwischen der Peripherie und dem Gehirn über den humoralen, den 
zellulären und den neuronalen Weg statt. Dabei interagieren Zytokine und auch Leukozyten mit der 
BBB oder den CVOs und führen dadurch zu einer Aktivierung hypothalamischer Nuclei. Zusätzlich 
führt LPS zu einer Induktion von Leptin, welches ebenfalls zu einer Aktivierung hypothalamischer 
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Nuclei beiträgt und außerdem die Einwanderung NG ins Gehirn unterstützt. Im Gehirn können NG 
zum einen neurotoxisch wirken und zum anderen über eine Interaktion mit dem Endothel zur Störung 
der Mikrozirkulation beitragen. Über den neuronalen Kommunikationsweg können zusätzlich 
proinflammatorische Signale über afferente Anteile des N. vagus an das Gehirn vermittelt werden.  
Im Zuge der hypothalamischen Aktivierung kommt es zur Induktion proinflammatorischer 
Transkriptionsfaktoren, welche die Expression von Zielgenen regulieren und zu einer Freisetzung 
sekundärer Mediatoren führen. Diese können zusammen mit Leukozyten zu einer Störung der 
Mikrozirkulation führen, die als wichtiger Motor des Organversagens angesehen wird. Schließlich 
folgt eine Störung der Gehirnfunktion, die sich als SAD äußern kann.  
ROS = „reactive oxygen species“, NO = Stickstoffmonoxid, LPS = Lipopolysaccharid, BBB = Blut-
Hirn-Schranke, CVO = Circumventrikuläres Organ, ICAM = „intercellular adhesion molecule“, 
COX = Cyclooxygenase, NF-IL6 = „nuclear factor IL-6“ 
 
6 Mikrozirkulation  
Das ZNS stellt einen hoch spezialisierten Zellverband dar, für dessen Funktion zum 
einen die Aufrechterhaltung der Homöostase und zum anderen die adäquate 
Versorgung mit Nährstoffen und Sauerstoff essentiell sind. Die Mikrozirkulation des 
Gehirns spielt dabei eine zentrale Rolle. Deshalb soll im Folgenden auf einige ZNS 
spezifische anatomische Strukturen und Mechanismen, welche mit der 
Mikrozirkulation verknüpft sind, eingegangen werden. 
6.1 Die Neurovaskuläre Einheit 
Die neurovaskuläre Einheit besteht aus dem zirkulierenden Blut und dem Endothel, 
welchem Perizyten / glatte Muskelzellen aufgelagert sind, umgeben von der 
extrazelluläre Matrix und der Basalmembran. Diese wird von Astrozytenendfüßchen 
umschlossen und die Astrozyten stehen wiederum in Kontakt mit Mikrogliazellen, 
Interneuronen und Neuronen [338]. Durch diese enge Vernetzung können Neurone 
direkt oder über Interneurone Informationen an Astrozyten übermitteln, welche über 
Perizyten und glatte Muskelzellen eine Vasodilatation oder Vasokonstriktion 
vermitteln [346]. 
Die neurovaskuläre Einheit stellt somit eine anatomische und funktionelle Einheit dar, 
welche nicht nur eine Barrierefunktion ausübt, sondern insbesondere für die 
spezifische Regulation des zerebralen Blutflusses verantwortlich ist. Ein wichtiger 
Mechanismus der bedarfsadaptierten Gehirndurchblutung ist die neurovaskuläre 
Kopplung. 
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Abbildung 9: Schematische Übersicht über die Neurovaskuläre Einheit. Das zirkulierende Blut 
(1) wird von Endothelzellen (2) umschlossen, an welche sich Perizyten (3) anlagern. Zusammen 
werden sie von einer Basalmembran (4) umgeben, an die zahlreiche Astrozytenendfüßchen (5) 
angrenzen. Diese wiederum stehen in engem Kontakt mit Mikrogliazellen (6), und Neuronen (7).  
Modifiziert nach [140] 
6.2 Neurovaskuläre Kopplung – bedarfsadaptierte Durchblutung 
Das Gehirn hat einen hohen Energieumsatz, zu dessen Deckung es ausreichend 
Sauerstoff und Glukose benötigt. Da es nicht über größere Substratspeicher verfügt ist 
eine adequate Durchblutung essentiell für die Aufrechterhaltung der 
Neuronenfunktion. Steigt die neuronale Aktivität, so steigt auch der Energiebedarf. 
Dabei wird die meiste Energie für die Aufrechterhaltung der Membranpotentiale, 
sowie die Generierung von Aktionspotentialen benötigt. Um den gesteigerten 
Energiebedarf zu decken kommt es in Arealen mit gesteigerter neuronaler Aktivität zu 
einer funktionellen Hyperämie. Der Mechanismus, welcher die bedarfsadaptierte 
Durchblutung aktivierter Gehirnregionen ermöglicht wird neurovaskuläre Kopplung 
genannt und durch die neurovaskuläre Einheit vermittelt [214, 414].  
Die neurovaskuläre Kopplung kann auf molekularer Ebene über verschiedene Wege 
ablaufen. Der genaue Mechanismus, die beteiligten Mediatoren und Zellen sind jedoch 
noch nicht gänzlich bekannt und werden aktuell kontrovers diskutiert [159]. Eine 
wichtige Rolle scheint jedoch der Neurotransmitter Glutamat zu spielen [158], welcher 
bei neuronaler Aktivität in den synaptischen Spalt abgegeben wird. Glutamat kann 
dann entweder über N-methyl-D-aspartat Rezeptoren andere Neurone aktivieren oder 
aus dem synaptischen Spalt diffundieren und über metabotropische Glutamat 
Rezeptoren auf Astrozyten wirken [27].  
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In Neuronen bewirkt Glutamat über einen Kalziumeinstrom die Aktivierung der 
neuronalen Stickstoffmonoxidsynthase (nNOS) und somit die Bildung von NO [158]. 
NO ist einerseits ein potenter Vasodilatator, andererseits wird ihm jedoch auch eine 
modulatorische Wirkung zugesprochen [296].  
In Astrozyten bewirkt Glutamat wiederum über einen Kalziumeinstrom die 
Freisetzung von Arachidonsäure durch Lipasen. Die Arachidonsäure wird im 
Folgenden über Cyclooxygenasen (COX) und Epoxygenasen zum einen zu 
Prostaglandinen (PG) (v.a. PGE2) und zum anderen zu Epoxyeicosatriensäure 
Derivaten (EETs) umgewandelt [18]. Diese induzieren eine Vasodilatation verbunden 
mit einer Hyperämie [574]. Allerdings kann die Arachidonsäure durch Diffusion zu 
glatten Muskelzellen in Nachbarschaft des Endothels gelangen, wo sie über 
ω-Hydroxylasen in den Vasokonstriktor 20-Hydroxyeicosatetraensäure (20-HETE) 
umgewandelt wird [282, 335].  
Des Weiteren besteht eine sehr komplexe und vielfältige Regulation der 
neurovaskulären Kopplung, die sich auch zwischen einzelnen Gehirnregionen 
unterscheidet. So beeinflussen sich zum einen die oben genannten Wege gegenseitig, 
zum anderen werden sie durch den Sauerstoffpartialdruck, teilweise Laktat- und 
Adenosinkonzentrationen sowie die NO Konzentration beeinflusst und moduliert [27, 
214].  
 
Abbildung 10: Stark vereinfachtes Schema der molekularen Mechanismen der Neurovaskulären 
Kopplung. mGluR = metabotropischer Glutamat Rezeptor, NMDAR = N-methyl-D-aspartat 
Rezeptor, PLA2 = Phospholipase A2, AA = Arachidonsäure, PGE2 = Prostaglandin E2, EET = 
Epoxyeicosatriensäure, nNOS = neuronale Stickstoffmonoxidsynthase, NO = Stickstoffmonoxid, 
20-HETE = 20-Hydroxyeicosatetraensäure. Modifiziert nach [27] 
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Die Funktionsfähigkeit der neurovaskuläre Kopplung kann mittels Laser-Doppler-
Flussmetrie gemessen werden und dient in der vorliegenden Arbeit als Indikator für 
den Zustand der Mikrozirkulation.  
6.3 Pathophysiologie der Mikrozirkulation  
Unter physiologischen Bedingungen bildet die Mikrozirkulation ein dichtes Netz 
relativ gleichmäßig durchbluteter Kapillaren. Während einer Sepsis kommt es jedoch 
zu einer reduzierten funktionellen Kapillardichte. Dies bedeutet, dass nicht 
perfundierte oder intermittierend perfundierte Kapillaren direkt neben gut 
durchbluteten Kapillaren auftreten können [118, 121, 155, 486]. Aufgrund einer 
erhöhten Diffusionsstrecke und einer geringeren Sauerstoffextraktionsfähigkeit 
resultiert dies in einer hypoxischen Mangelversorgung einzelner Areale, auch wenn 
der Gesamtblutfluss erhalten bleibt [485]. Dies führt zu einer Zellschädigung und 
spielt neben anderen Faktoren, eine wichtige Rolle bei der Entstehung von 
Organdysfunktionen. Eine progressive Störung der Mikrozirkulation vor allem auch in 
der frühen Phase der Sepsis ist dabei mit einem schlechteren Krankheitsverlauf 
verknüpft [120, 427]. Es gibt mehrere Anhaltspunkte dafür, dass 
Mikrozirkulationsstörungen nicht die Folge, sondern die Ursache eines gestörten 
Zellmetabolismus sind. Dafür spricht zum einen, dass Mikrozirkulationsstörungen 
zeitlich vor der Organdysfunktion auftreten [404]. Des Weiteren ist der 
Sauerstoffpartialdruck in Gebieten mit Mikrozirkulationsstörungen niedrig und der 
CO2 Partialdruck hoch, was indiziert, dass der Zellmetabolismus bei Eintreten der 
Mikrozirkulationsänderung noch intakt war [109, 182]. Außerdem konnte gezeigt 
werden, dass die Verbesserung der Mikrozirkulation auch eine Verbesserung der 
Organfunktion nach sich zieht [500]. Mikrozirkulationsstörungen stellen somit, 
zumindest in frühen Stadien, reversible Vorgänge dar, die Angriffspunkte für neue 
Therapieansätze liefern [118, 500]. Als Ursache der Mikrozikulationsstörungen 
während einer Sepsis werden multifaktorielle Mechanismen angesehen. Eine wichtige 
Rolle spielen dabei zum einen eine Endotheldysfunktion, die zu einer verminderten 
Reaktion auf vasodilatatorische und vasokonstriktorische Mediatoren führt [121]. 
Zusätzlich werden einige Faktoren, die eine wichtige Rolle bei der neurovaskulären 
Kopplung spielen, wie bspw. NO oder PGE2 (siehe Kapitel I 6.2) im Gehirn auch 
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durch inflammatorische Stimuli induziert und könnten deshalb mit der 
bedarfsadaptierten Durchblutung interferieren [162, 407]. Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass LPS die Weiterleitung einer elektrisch induzierten Vasokonstriktion 
entlang der Arteriolen im Musculus cremaster von Mäusen reduzierte [502]. Somit 
scheint LPS auch die Informationsweiterleitung zwischen Endothelzellen zu 
beeinträchtigen. Außerdem kann eine gesteigerte Adhäsion von Leukozyten an das 
Endothel und eine verminderte Verformbarkeit während einer Sepsis zur Verlegung 
kleinerer Gefäße führen und dadurch die Mikrozirkulation stören [76, 268, 455, 461]. 
Zusätzlich kann sich auch eine erhöhte Koagulationsbereitschaft negativ auf die 
Mikrozirkulation auswirken [119].  
 
7 Ziel der Arbeit 
Eine Sepsis stellt ein wichtiges medizinisches Problem dar, welches häufig auch mit 
neurologischen Symptomen in Form eines Sepsis assoziierten Deliriums einhergeht. 
Bis heute sind die therapeutischen Möglichkeiten bei einer Sepsis sehr begrenzt und 
zahlreiche potenzielle Therapieansätze erzielten nicht die gewünschte Wirkung. So 
wurde in den S-2k Leitlinien von 2010 eine Anwendung von Glukokortikoiden [110, 
467], Insulin [77], Antithrombin III [531], Ibuprofen [47], hochdosierten 
Wachstumshormonen [488], Prostaglandin E1 [4], hoch dosiertem N-Acetylcystein 
[329] und „granulocyte colony-stimulating factor“ [400] zur Therapie einer Sepsis 
nicht empfohlen [391]. Auch andere Therapieansätze wie IL-1ra [364], Antikörper 
gegen TNFα [3], Antikörper gegen p55 „TNF receptor fusion protein“ [5], 
Antiendotoxinantikörper [23], TLR4 Antagonisten [496], aktiviertes Protein C [482] 
und ein „tissue factor pathway inhibitor“ [6] konnten in klinischen Studien nicht 
überzeugen.  
In den letzten Jahren wurde eine Vagusnervstimulation als potenzieller neuer 
Therapieansatz für inflammatorische Erkrankungen entdeckt. Dabei ist bekannt, dass 
eine Vagusnervstimulation über eine komplexe, noch nicht vollständig verstandene 
Verschaltung anti-inflammatorische Effekte in der Peripherie vermittelt [71]. Dabei 
konnten positive Effekte einer Vagusnervstimulation in einem Endotoxinmodell [565], 
bei einer CLP [66], bei einer myokardialen Ischämie und Reperfusion [529], 
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Verbrennungen [276], einem traumatisch hämorrhagischen Schock [292], einem 
postoperativem Ileus [122] und anderen Modellen [15, 70, 479] im Tierversuch 
nachgewiesen werden. 
Auch eine Studie aus der eigenen Arbeitsgruppe konnte einen starken anti-
inflammatorischen und neuroprotektiven Effekt der Vagusnervstimulation zeigen. So 
führte die Vagusnervstimulation in einem LPS Modell zu einer Stabilisierung der 
evozierten Flussantwort und der SEP Amplituden als Indikatoren der zerebralen 
Mikrozirkulation und der Gehirnfunktion [325]. Eine Vagusnervstimulation scheint 
sich somit nicht nur auf die Peripherie, sondern auch auf die zentrale 
Entzündungsantwort positiv auszuwirken und könnte deshalb als mögliche Therapie 
einer Sepsis und eines SAD in Frage kommen. Durch welche Mechanismen diese 
positiven Effekte im Gehirn vermittelt werden ist jedoch noch unbekannt. Im Vorfeld 
der aktuellen Studie hat unsere Arbeitsgruppe mehrere mögliche Faktoren, wie die NO 
Antwort im Gehirn untersucht. NO ist ein wichtiger Mediator der Mikrozirkulation 
und eine Studie mit iNOS Knockout Tieren und dem selektiven iNOS Inhibitor l-NIL 
zeigte eine verminderte LPS bedingte zerebrale Hyperämie und eine Stabilisierung der 
SEP Amplituden durch die verminderte NO Produktion [436]. Eine 
Vagusnervstimulation hatte jedoch keine Auswirkungen auf die Nitrit/Nitrat 
Konzentration im Plasma und die iNOS mRNA Expression im Cortex, während die 
Proteinexpression von iNOS im Cortex durch die Vagusnervstimulation sogar leicht 
erhöht war. Des Weiteren konnten keine Effekte auf den Apoptosemarker Bcl-2 
associated X Protein (Bax) beobachtet werden [325]. Die Vagusnervstimulation 
scheint ihre Wirkung deshalb weder über eine Modulation von NO, noch über eine 
Verringerung der Apoptoserate zu vermitteln. 
Ziel des ersten Abschnitts der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Effekte 
einer Vagusnervstimulation auf die evozierte Flussantwort und die SEP Amplituden. 
Im zweiten Abschnitt soll dann die Frage der zugrundeliegenden Mechanismen einer 
positiven Auswirkung einer Stimulation des N. vagus näher beleuchtet werden. Dabei 
soll zunächst untersucht werden, ob eine Vagusnervstimulation im Gehirn, ähnlich wie 
in der Peripherie, eine anti-inflammatorische Wirkung entfaltet und so einer 
sepsisbedingten Hyperinflammation entgegenwirkt. Um dies zu überprüfen wurden 
periphere und zentrale Zytokine, sowie zentrale Transkriptionsfaktoren untersucht. Als 
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nächstes soll geklärt werden, ob und wie eine Vagusnervstimulation mit Mediatoren 
der Mikrozirkulation interagiert. Als Untersuchungsparameter dienten hierbei die 
geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme der PGE2 Synthese COX2 und mPGES-1. 
Des Weiteren wird vermutet, dass Leukozyten über den zellulären Weg zu einer 
zentralen Inflammation beitragen [8, 235]. Eine erste Studie zeigte, dass LPS in 
Verbindung mit einer Vagotomie zu einer Reduktion von T-Lymphozyten in der Milz 
führte, die durch eine zusätzliche Vagusnervstimulation verhindert werden konnte 
[326]. Die Reduktion der T-Lymphozyten führte jedoch nicht zu einem Anstieg der 
T-Lymphozyten im Blut [326] und ist auch nicht mit einer erhöhten Apoptoserate zu 
erklären (siehe Kapitel I 3.2.3) [536, 558]. Demnach scheint es naheliegend, dass es zu 
einer Marginalisation von Lymphozyten in peripheren Stromgebieten kommen könnte. 
Eine Interaktion von Leukozyten mit dem Endothel könnte die Mikrozirkulation 
negativ beeinflussen [76, 461]. Deshalb soll in der vorliegenden Arbeit untersucht 
werden, ob eine Vagusnervstimulation Auswirkungen auf unterschiedliche 
Komponenten der zellulären Immunantwort im Gehirn vermittelt. In diesem 
Zusammenhang soll zunächst ermittelt werden, ob eine efferente 
Vagusnervstimulation die LPS bedingte Expression von Adhäsionsmolekülen 
(ICAM-1) und Chemokinen (CXCL1) im Gehirn verändert. Des Weiteren soll die 
Auswirkung einer Vagusnervstimulation auf die mikrogliale Aktivierung, sowie auf 
die Anzahl NG und Lymphozyten im Gehirn 4,5 Stunden nach LPS Applikation 
untersucht werden. Neben den Effekten einer Vagusnervstimulation auf die reine 
Anzahl NG sollen zusätzlich auch Veränderungen der Interaktion zwischen NG und 
dem Endothel bestimmt werden. 
Als besondere Begebenheit ist dabei zu beachten, dass das Gehirn Regionen aufweist, 
die aufgrund der BBB von der Peripherie getrennt sind und solche, die aufgrund des 
Fehlens einer intakten BBB für eine Kommunikation zwischen Peripherie und ZNS 
über den humoralen Weg prädisponiert sind [412]. Des Weiteren trägt auch der N. 
vagus über den neuronalen Weg zur Kommunikation zwischen der Peripherie und dem 
Gehirn bei [115]. Um differenzierte Ergebnisse einer Modulation der 
Entzündungsreaktion im Gehirn durch eine efferente Vagusnervstimulation zu 
erzielen, soll in der vorliegenden Studie deshalb der Cortex und der Hypothalamus 
gesondert untersucht werden.  
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II. Material und Methoden 
1 Verwendete Materialien allgemein 
Tabelle 1: Gebrauchsmaterialien – allgemein 
Bezeichnung Typ Hersteller 
Glasflaschen  Verschiedene Volumina Schott AG, Mainz 
Magnetrührstäbchen PTFE ummantelt Roth GmbH, Karlsruhe 
Messkolben Klasse A, 500 ml, 2 l, 5 l Roth GmbH, Karlsruhe 
Messzylinder Klasse A, 100 ml, 1l Roth GmbH, Karlsruhe 
Pipetten Verschiedene Größen Eppendorf AG, Hamburg 
Reaktionsgefäßständer  Roth GmbH, Karlsruhe 
 
Tabelle 2: Verbrauchsmaterial - allgemein 
Bezeichnung Typ Hersteller 




Pipettenspitzen Verschiedene Größen: 10-,  
100-, 1000µl 
Greiner Bio-One GmbH, 
Kremsmünster, Österreich 
Schraubdeckeldosen Verschieden Volumina Roth GmbH, Karlsruhe 
Einmalhandschuhe Latex UNIGLOVES® GmbH, 
Troisdorf  
Einmalhandschuhe N-Dex® Nitril Best Manufacturing Company, 
Menlo, GA, USA 
Labortücher Kimtech Science Kimberley-Clark Europe 
Limited, Reigate, England 
Parafilm®  Roth Laborbedarf, Karlsruhe 
Safe-Lock-Tubes Reaktionsgefäße 3810, 0,5-, 
1,5-, 2 ml 
Fa Eppendorf-Natheler-Hinz 
GmbH, Hamburg 
Alufolie  Roth GmbH, Karlsruhe 
 
Tabelle 3: Software 
Programm Hersteller 
Adobe® Photoshop® CS2 Version 9.0 Adobe Systems GmbH, München 
GraphPad Prism®, Version 5.02 GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA 
StatView©, Vesion 5.0.1 SAS Institute Inc., Cary, NC, USA 
Metamorph, Version 5.05 Diagnostic Instruments – Visitron Systems, Puchheim 
Windows Microsoft Excel, 2003 Microsoft Corporation, München 
Windows Microsoft Word, 2003 Microsoft Corporation, München 
Fiji (Fiji Is Just ImageJ) 
Version Mai 2014 
Open source basierend auf ImageJ modifiziert nach 
BioVoxxel, Mutterstadt; Schneider et al. Nat. Methods, 
vol. 9, no. 7, pp. 671-675, 2012; Schindelin et al. 
Nat.Methods, vol. 9 no. 7, pp. 676-682, 2012 
Neurodyn Auswertungssoftware 
 
Hugo Sachs Elektronik – Harvard Apparatus GmbH, 
March-Hugstetten 
Step One Software Version 2.1 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA  
Endnote X3 Thomas Reuters, Philadelphia, PA, USA 
DataAssist™ 3.01 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 
NormFinder Version 4 Department of Molecular Medicine (MOMA) Aarhus 
University Hospital, Aarhus, Denmark 
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2 In vivo Versuch 
2.1 Materialien für den Tierversuch 
Tabelle 4: Technische Geräte - Tierversuch 
Bezeichnung Typ Hersteller 
Magnetrührer IKA - Combimag RCT IKAR Werke GmbH & 
Co. KG, Staufen 
Isofluranpumpe 
 
ARDB - 0715 Dräger Safety AG & 
Co. KG, Lübeck 
Perfusor SP210lWZ Syringe Pump 
Modelnr. KDS-210-CE 
World Precision Instruments, Berlin 
Laser Doppler Laser Flow BRL – 100 
 
BRC Bio Research 
Center Co.,Ltd, Nagoya, Japan 
Druckaufnehmer Combitrans 1-fach Set Mod. 
II Uni Giessen 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Beatmungspumpe 
 
SAR - 830/P Ventilator Dwyer Instruments Inc. 
Michigan City, IN, USA 
Blutzuckermessgerät Glucometer Elite® XL Bayer Vital GmbH, Leverkusen 
Laktatmessgerät Lactate Pro™  Arkray Inc., Kyoto Japan 
Blutgasmessgerat Rapidlab™ 348 Bayer Health Care, NY, Tarrytown, 
USA 
Thermostat Model BAT-12 
 




Aaron 900™, High 
Frequency Desiccator 
Aaron Medical Industries, St. 
Petersburg, FL, USA 
Schnell drehendes 
Multifunktionswerkzeug 
Dremel® Dremel Moto - flex 
250Watt 22.000 
Umdrehungen 
Dremel Europe, Breda, Niederlande 
Lichtquelle 1 KL 200 Schott AG, Mitterteich 
Lichtquelle 2 
 
Hanaulux® Heidelberg OP 
Lampe 
HN Sunlight GmbH 
Original Hanau, Hanau 
Stereomikroskop 
 
Olympus SZ 40 Olympus Deutschland GmbH, 
Hamburg 
Stereotaktischer Kopfrahmen  Eigenentwicklung 
Halter für EEG Elektrode  Eigenentwicklung 
Auswertungscomputer Pentium III, Windows98  
Verstärker 
 
 Hugo Sachs Elektronik – Harvard 
Apparatus GmbH, March - 
Hugstetten 
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Tabelle 5: Gebrauchsmaterialien – Tierversuch 
Bezeichnung Typ Hersteller 
Kleine Graviermesser Nummer 107 für Dremel® Dremel Europe, Breda, Niederlande 
Wundspreizer  Wundspreizer nach Logan 
Modell Reill 
Fine Science Tools GmbH, 
Heidelberg 
Gefäßclip Micro-Serrefine Clip Fine Science Tools GmbH, 
Heidelberg 
Clip Applicator Micro-Serrefine Clip 
Applying Forceps 




Gekürzt auf 1,5 cm Becton, Dickinson and Company, 
Heidelberg 
Schere 1 Anatomische Schere Fine Science Tools GmbH, 
Heidelberg 
Schere 2 Nachstarschere nach Vannas Fine Science Tools GmbH, 
Heidelberg 
Schere 3 Feine Iris Schere Fine Science Tools GmbH, 
Heidelberg 
Anatomische Pinzette 1 Gekrümmte anatomische 
Irispinzette 
Fine Science Tools GmbH, 
Heidelberg 
Anatomische Pinzette 2 Anatomische gekrümmte, 
spitze Pinzette 
Fine Science Tools GmbH, 
Heidelberg 
EEG Elektrode different   
EEG Elektrode indifferent   
Nadelelektroden Disposable Scalp Needle 
Electrode 10 mm x 0,3 mm 
Medtronic A/S, Skorlunde, Denmark 
Nervenstimulator (für den N. 
vagus) 
 Hugo Sachs Elektronik – Harvard 
Apparatus GmbH, March - 
Hugstetten 
 
Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien - Tierversuch 




Mikropipetten 50 µl 
Brand GmbH und CO KG, Wertheim 
Einmalspritze  Injekt® – F, 1 ml, 5 ml, 20 ml B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Perfusorspritze  Omnifix®, 10 ml B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Polyethylenschlauch 
 
Portex™ Fine Bore Polythene 
Tubing 0.58 mm ID, 0.96 mm 
OD 
Smiths Medical ASD, Inc 
Keene, NH, USA 
Kanülen 
 
BD Microlance™ 3, 23 G, 26 
G 
Becton, Dickinson and Company, 
Heidelberg 
Mehrweghahn  Discofix® C B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Adapter Combifix® Adapter B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Infusionsleitung  Infusionsleitung flexible PE / 
farbcodiert, 30 cm, 1,0 mm 
ID, 2,0 mm AD 
Primed Halberstadt Medizintechnik 
GmbH, Halberstadt 
Filter Acrodisc® Syringe Filter 
 
Pall International Sàrl, Fribourg, 
Schweitz 
Blutzuckermessstreifen Elite Sensor Bayer Vital GmbH, Leverkusen 
Laktatmessstreifen Lactate Pro™ Test Strip Arkray Inc., Kyoto, Japan 
Faden 
 
Mercifil 400 No. 12 
100 % Baumwolle 





1,25 cm x 9,1 m 
3M Healthcare GmbH Health Care 
Business, Neuss 
Tissue Tek®  Sakura Finetek USA Inc. Torrance, 
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CA, USA 
Gefrierbehälter Tissue-Tek®v Cryomold® 
25 mm x 20 mm x 5 mm 
Sakura Finetek USA Inc. Torrance, 
CA, USA 
Tupfer Pur-Zellin®, nicht steril Paul Hartmann AG, Heidenheim 
 
Tabelle 7: Substanzen und Chemikalien – Tierversuch 
Bezeichnung Hersteller / Zusammensetzung 
Isofluran Baxter Detuschland GmbH, Unterschleißheim 
Gasgemisch: 50 % Sauerstoff, 50 % Stickstoff Praxair Deutschland GmbH, Düsseldorf 
Isotone Natriumchloridinjektionslösung 0,9 % B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Kaliumchlorid 7,45 %, gefärbt B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Heparin-Natrium 2500 I.E. Ratiopharm GmbH, Ulm 
α-Chloralose Sigma - Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Natriumtetraborat, 99 % (Borax) Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Chloralosestammlösung Lösen von 300 mg Borax und 250 mg 
α-Chloralose in 10 ml 0,9 % 
Natriumchloridlösung unter Rühren bei 40 °C. 
Nach erreichen einer ungetrübten Lösung 
Filtration durch einen Filteraufsatz.  
Pancuronium Inresa, Pancuroniumbromid,  
4 mg/2 ml 
Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg 
Glucose 40 % B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Ringer - Lösung B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Infusionslösung 1 ml Pancuronium, 3 ml 40 % Glukoselösung und 
6 ml Ringerlösung 
Lipopolysaccharid E.coli, O111:B4, L2630, LOT 
091M4031V  
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Flüssiger Stickstoff Linde AG, Pullach 
 
2.2 Versuchstiere 
Die Versuche wurden an männlichen Sprague Dawley Ratten mit einem Gewicht 
zwischen 280 und 350 g durchgeführt. Die Tiere wurden von der Firma Charles River 
(Sulzfeld, Deutschland) bezogen und im zentralen Tierlabor der Justus-Liebig 
Universität Gießen nach aktuellen FELASA („Federation of European Laboratory 
Animal Science Associations“) Richtlinien gehalten. 
Die Versuche wurden mit Genehmigung des Regierungspräsidium Gießens 
(Aktenzeichen: GI 20/18 – Nr. 81/2011) durchgeführt. 
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2.3 Versuchsprotokoll 
Für die Versuchsdurchführung wurden 60 Raten zufällig in 4 Gruppen aufgeteilt. 
 
      Kontrolle Die erste Gruppe diente als Kontrolle (Ko) um zu gewährleisten, 
dass die gefundenen Veränderungen nicht durch die 
Versuchsprozedur an sich verursacht wurden. Die Tiere dieser 
Gruppe erhielten weder LPS noch eine Manipulation des N. 
vagus. Stattdessen erhielten sie 500 µl/300 g Körpergewicht (KG) 
0,9 % NaCl-Lösung. 
 
 LPS    
   Alle weiteren Gruppen erhielten 5 mg/kg KG LPS gelöst in 500 
µl/300 g KG 0,9 % NaCl-Lösung. Die Tiere der zweiten Gruppe 
(LPS) erhielten ausschließlich LPS und dienten als Referenz für 
 die durch das LPS induzierten Veränderungen. 
 
 
 LPS + Vagotomie     
 In der dritten Gruppe wurde zusätzlich zur LPS Injektion eine 
 beidseitige Vagotomie durchgeführt (LPS+VGX). Diese Gruppe 
 simuliert eine völlige Ausschaltung sowohl afferenter als auch 
 efferenter vagaler Innervation. 
 
 
 LPS + Vagotomie + Vagusnervstimulation 
Die Tiere der letzten Gruppe erhielten LPS, eine beidseitige 
Vagotomie und eine Stimulation des linken distalen Nervus vagus 
(LPS+VGX+VNS), sodass die Effekte einer ausschließlich 
efferenten Vagusnervstimulation untersucht 
                                                         werden konnten. 
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2.4 Operative Präparation der Versuchstiere 
Die im Folgenden beschriebene Präparation dauerte insgesamt etwa eine Stunde. 
2.4.1 Inhalationsnarkose  
Als Grundlage für die Dosierungsberechnung im weiteren Versuch wurde zunächst das 
Körpergewicht der Ratte ermittelt. Anschließend wurde in einer Glasglocke mit Hilfe 
eines in Isofluran getränkten Wattebausches eine Isofluran Anreicherung der Luft 
erreicht. Daraufhin wurde die Ratte für 1 bis 2 Minuten in die  Glasglocke verbracht. 
Nach Eintritt der Narkose wurde das Tier in Rückenlage auf die Wärmeplatte gelegt 
und der Kopf in eine Atemmaske verbracht. Über die Beatmungsmaske wurde die 
Inhalationsnarkose durch 2-3 % Isofluran, je nach Bedarf des Tieres, in einem 
Gasgemisch aus 50 % Sauerstoff und 50 % Stickstoff aufrechterhalten. Um ein 
Auskühlen des Tieres zu verhindern wurde die Körperinnentemperatur durch eine 
Wärmematte im physiologischen Bereich gehalten. Zur Überprüfung diente eine rektal 
eingeführte Temperatursonde, welche die Körperinnentemperatur kontinuierlich 
anzeigte. Vor Beginn des chirurgischen Eingriffs wurde durch Überprüfung des 
Zwischenzehenreflexes gewährleistet, dass sich das Tier im Toleranzstadium befand. 
2.4.2 Kanülierung der Arteria und Vena femoralis 
Vor Beginn der Operation wurde der venöse Katheter luftblasenfrei mit 
Chloraloselösung befüllt. Der arterielle Katheter wurde, ebenfalls luftblasenfrei, mit 
einem Natriumchlorid-Heparin-Gemisch (100 I.E. Heparin/ml) befüllt um einer 
Thrombosierung der Arteria (A.) femoralis vorzubeugen. 
Um die Hinterbeine des auf dem Rücken liegenden Tiers zu fixieren wurden sie in 
Abduktionsstellung mit Klebeband auf der Heizplatte festgeklebt. Daraufhin wurde 
das Operationsfeld (OP Feld) desinfiziert und ein ca. 1 bis 1,5 cm langer Hautschnitt 
an der Innenseite des rechten Hinterbeins gesetzt. Das freiliegende Fett- und 
Bindegewebe wurde durch stumpfes Präparieren entfernt, sodass die A. femoralis, 
Vena (V.) femoralis und der Nervus femoralis sichtbar wurden. Mit einer Irispinzette 
wurden die Gefäße von einander und von der umliegenden Bindegewebsschicht 
getrennt. Als nächstes wurde die V. femoralis distal durch eine Ligatur verschlossen 
und proximal davon eine offene Ligatur vorgelegt. Daraufhin wurde zwischen den 
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beiden Ligaturen mit einer Nachstarschere nach Vannas ein Einschnitt in die 
Gefäßwand gesetzt. Der mit Chloraloselösung gefüllte Katheter wurde durch die 
Inzision in die Vene verbracht, bis zur Vena cava inferior vorgeschoben und die offene 
Ligatur zur Fixierung des Katheters geschlossen.  
Als Nächstes erfolgte die Kanülierung der A. femoralis. Hierfür wurde zunächst eine 
offene Ligatur vorgelegt. Außerdem wurde proximal der Ligatur ein Gefäßclip  gesetzt 
und somit die Blutzufuhr reversibel unterbrochen um Blutungen während des 
Vorschiebens des Katheters zu verhindern. Anschließend wurde distal der offenen 
Ligatur und des Gefäßclips ein Einschnitt gesetzt und der Katheter in das Gefäß 
verbracht. Zunächst wurde der Katheter bis zum erreichen des Gefäßclips 
vorgeschoben, dann wurde dieser entfernt und der Katheter konnte bis zu seiner 
endgültigen Lage vorgeschoben und mit der vorgelegten Ligatur fixiert werden. Nun 
wurde über einen Druckaufnehmer kontinuierlich der Blutdruck gemessen und die 
Daten an den Computer übertragen. Beide Katheter wurden anschließend durch eine 
Massenligatur am Bein fixiert und mittels Klebeband auf Höhe der Achillessehne und 
des Metatarsus festgeklebt. 
2.4.3 Injektionsnarkose und Muskelrelaxation 
Im Laufe des Versuchs wurde die Narkose von Isofluran auf α-Chloralose umgestellt.  
Dafür wurden direkt vor der Inzision der Trachea ein Bolus von 0,3 ml 
Infusionslösung und 60 mg/kg Chloralose über den venösen Katheter verabreicht und 
anschließend die Perfusoren zur kontinuierlichen Applikation der Erhaltungsdosis 
gestartet. Die Erhaltungsdosis betrug für die α-Chloralose 40 mg/kg/h und für die 
Infusionslösung 4 µl/g/h.  
Zur Herstellung der Chloralosestammlösung wurden 300 mg Borax und 250 mg 
α-Chloralose in 10 ml 0,9 % Natriumchloridlösung bei 40  °C mit Hilfe eines 
Magnetrührers gelöst. Nachdem die Chloralosestammlösung ungetrübt und frei von 
Boraxkristallen war, wurde das Gemisch durch einen Filteraufsatz filtriert. Für die 
Infusionslösung wurden 1 ml Pancuronium, 3 ml 40 % Glukoselösung und 6 ml 
Ringerlösung verwendet.  
Da Chloralose ca. 20 min benötigt um vollständig anzufluten, wurde ab dem 
Applikationszeitpunkt die Isoflurankonzentration alle 5 min um 0,5 bis 1 % verringert. 
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Außerdem wurde eine Auswaschzeit von einer Stunde vor Versuchsbeginn 
eingehalten, um Isofluran vermittelte Effekte auszuschließen.  
2.4.4 Tracheotomie, Intubation und Beatmung 
Für die Tracheotomie und Intubation wurde der Halsbereich medio-cranial des 
Sternums mit Desinfektionsspray besprüht und ein ca. 2 x 1 cm langer Hautschnitt 
durchgeführt. Dabei wurden die Halsmuskulatur und Speicheldrüsen freigelegt. Diese 
wurden mit der Irispinzette stumpf auseinander präpariert und mittels Wundspreizern 
auseinandergehalten, sodass die Trachea sichtbar wurde. Diese wurde mit einer 
offenen Ligatur zur späteren Fixierung des Tubus unterlegt. 
Als nächstes erfolgte die Umstellung auf eine α-Chloralosenarkose. Dafür erhielten die 
Tiere einen Bolus α-Chloralose- und Infusionslösung und die Perfusoren für die 
kontinuierliche Applikation wurden gestartet. Anschließend kam es durch das 
Muskelrelaxanz Pancuronium zu einem Ausfall der Spontanatmung, sodass eine 
maschinelle Beatmung ermöglicht wurde.  
Mit einer Nachstarschere nach Vannas wurde zwischen dem 4. und 5. Trachealring 
eine Inzision gesetzt, durch welche der Tubus eingeführt wurde. Die Beatmungsmaske 
wurde entfernt und der Tubus mit dem Beatmunsgerät verbunden und anschließend 
mit der Ligatur fixiert. Um Schädigungen durch eine Hypoventilation zu vermeiden 
mussten diese Arbeitsschritte zügig vorgenommen werden. Die maschinelle Beatmung 
wurde mit einer Atemfrequenz von 60 Atemzügen pro Minute, einer Inspirationszeit 
von 0,75 Sekunden und einem Atemdruckvolumen von 700 ccm pro Minute bei einem 
positiven endexspiratorischen Druck (PEEP) von 4 cm Wassersäule durchgeführt. 
2.4.5 Präparation des Nervus vagus 
Der cervikale N. vagus wurde auf beiden Seiten aufgesucht und mit Hilfe einer 
Irispinzette von der gemeinsam verlaufenden Arteria carotis communis getrennt. 
Dabei wurde darauf geachtet weder Nervenfasern noch Gefäße zu verletzen. Um eine 
gute Sicht auf den N. vagus zu gewährleisten wurde das umliegende Gewebe durch 
Wundspreizer auseinander gehalten. 
Bei der Kontrollgruppe und der LPS Gruppe endete die Präparation an diesem Punkt.  
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Bei der zusätzlich vagotomierten Gruppe hingegen wurde der rechte und linke N. 
vagus durchtrennt und bei der vagotomierten und vagusnervstimulierten Gruppe wurde 
zusätzlich am distalen Teil des linken durchtrennten Nerven die 
Stimulationselektroden angebracht.  
Für die Stimulierung des N. vagus wurde ein elektrischer Strom mit einer Stromstärke 
von 1,5 mA, einer Pulsweite von 0,3 ms und einer Frequenz von 2 Hz verwendet. Die 
Stimulation wurde vor Verabreichen des LPS begonnen und während des Versuchs 
nur für die Messung der neurophysiologischen Parameter unterbrochen. Die 
Vagotomie und / oder das Anbringen der Stimulationselektroden erfolgten nach der 
Schädelpräparation und dem Drehen des Tieres (siehe Kapitel I 2.4.6). 
 
 
Abbildung 12: Darstellung der Nervenstimulationselektroden für die Stimulation des N. vagus; 
Aufsicht von der Seite (1) und von oben (2). 
 
2.4.6 Schädelpräparation 
An diesem Punkt wurde das Tier auf den Bauch gedreht und  in einem drehbaren 
stereotaktischen Kopfrahmen fixiert. Dabei ist darauf zu achten den Kopf durch 
Bolzen, die in den äußeren Gehörgang eingeführt wurden sicher zu fixieren, das 
Trommelfell jedoch nicht zu perforieren. 
Dann wurde mit einer Metzenbaum-Präparierschere ein etwa 1 cm langer und 1 cm 
breiter Hautschnitt auf Höhe der linken Schädelchalotte durchgeführt und das 
darunterliegende Bindegewebe und Muskulatur mit Hilfe einer Irispinzette entfernt. 
Etwaig auftretende Blutungen wurden mit Hilfe eines Elektrokauters gestillt.  Mit 
Hilfe der Metzenbaumschere wurde von diesem Schnitt ausgehend die Haut des 
Nasenrückens untertunnelt um später die indifferente Elektrode für das EEG auf dem 
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Nasenbein platzieren zu können (siehe Kapitel I 2.4.8). Um die Messungen mittels 
Laser-Doppler zu ermöglichen wurde der nun freiliegende Schädelknochen mittels 
eines wassergekühlten Bohrers auf einer Fläche von ca. 0,5 x 0,5 cm bis zur Compacta 
interna ausgedünnt, sodass die darunter liegenden Gefäße durchschimmerten. Dabei 
wurde unter mikroskopischer Sichtkontrolle darauf geachtet, dass weder die Dura 
mater noch das darunter liegende Gehirn geschädigt wurden. 
Danach wurde der stereotaktische Rahmen um 45 Grad gedreht und die Vagotomie 
durchgeführt und/oder die Stimulationselektroden an den N. vagus angebracht (siehe 
Kapitel I 2.4.5). 
2.4.7 Die Laser-Doppler-Flussmetrie – Erfassung des evozierten Blutflusses 
Zur Beurteilung der zerebralen Mikrozirkulation und der neurovaskulären Kopplung 
wurde in der vorliegenden Arbeit eine Laser-Doppler-Flussmetrie (LDF) durchgeführt.  
Das Prinzip beruht auf einer Frequenzverschiebung von Laserlicht entsprechend des 
Doppler-Effekts, wenn dieses auf Schwebeteilchen (bspw. Erythrozyten) einer 
bewegten Flüssigkeit (bspw. Blut) trifft. Die Frequenzverschiebung ist dabei abhängig 
von der Geschwindigkeit der bewegten Teilchen und ist somit ein Maß für die 
Blutflussgeschwindigkeit. Die LDF-Messung besitzt mit einer Eindringtiefe von 1 mm 
und einer Messfrequenz von 10 ms eine hohe räumliche und zeitliche Auflösung [133, 
315]. Dies ermöglicht eine kontinuierliche Messung der relativen Änderung der 
lokalen zerebralen Durchblutung über die Veränderung der Blutflussgeschwindigkeit 
[130]. Im vorliegenden Modell wurde zunächst der corticale Ruheblutfluss gemessen. 
Anschließend wurde durch Applikation eines somatosensorischen Reizes, 
entsprechend des Prinzips der neurovaskulären Kopplung, eine Änderung der 
Blutflussgeschwindigkeit induziert. Diese zeigte einen typischen Verlauf, 
gekennzeichnet durch einen starken Anstieg, eine Plateau-Phase und nach Beendigung 
der Stimulation einen raschen Abfall auf das Niveau des Ruheflusses.  
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Abbildung 13: Darstellung der relativen Blutflussgeschwindigkeit im somatosensorischen Cortex 
bezogen auf die Ruheblutflussgeschwindigkeit. 
Im oberen Bereich ist die Blutflussgeschwindigkeit schematisch dargestellt, während der untere 
Bereich das Original LDF-Signal zeigt. Dargestellt sind 11 Zyklen von jeweils 30 Sekunden 
Stimulation der contralateralen Vorderpfote und 30 Sekunden Ruhephase. 
 
Zur Auslösung der evozierten Flussantwort wurde ein somatosensorischer Reiz in 
Form eines elektrischen Stimulus am Nervus medianus des rechten Metakarpus 
verwendet. Hierfür wurde eine Nadelelektrode subcutan und daneben eine weitere 
Nadelelektrode intramuskulär eingebracht. Die Stimulation erfolgte mit bipolaren 
elektrischen Impulsen von 0,3 ms Dauer und einer Stärke von 1,5 mA bei einer 
Repetitionsfrequenz von 2 Hz. Der verwendete Stimulus lag unterhalb der 
Schmerzschwelle, sodass die weiteren Versuchsdaten hiervon unbeeinflusst blieben.  
Die evozierte Flussantwort wurde einmal stündlich für jeweils 10 min erfasst. Eine 
Messung setzte sich dabei aus 10 Stimulationszyklen zusammen, wobei ein Zyklus 
jeweils aus 30 Sekunden Stimulation gefolgt von 30 Sekunden Ruhephase bestand. 
Für die Messungen wurde die Laser-Doppler-Sonde, entsprechend dem 
Vorderpfotenareal des somatosensorischen Cortex, ca. 3,5 mm lateral des Bregmas  
und 1 mm cranial bis caudal der Sutura coronalis auf der ausgedünnten Schädeldecke 
positioniert. Die richtige Position der Sonde wurde überprüft indem in Ruhe 
entsprechend dem kapillären mikrozirkulatorischen Stromgebiet etwa 300 bis 500 
Fluxeinheiten gemessen wurden und bei Probestimulationen ein maximaler Anstieg 
des LDF Signals vorlag. 
Für die Auswertung wurden zunächst die Daten einer Messung gemittelt und 
anschließend auf die individuellen Ruheblutflussgeschwindigkeit relativiert. Dadurch 
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wurde der prozentuale Anstieg der evozierten Blutflussgeschwindigkeit in Bezug zur 
Ruheblutflussgeschwindigkeit in Prozent angegeben. 
2.4.8 Erfassung der SEPs 
Zur Erfassung der SEPs wurde die Potentialdifferenz zwischen einer indifferenten 
Elektrode über dem Nasenbein und einer differenten Elektrode über dem 
somatosensorischen Cortex gemessen. Die so gewonnen Potentiale wurden für die 
weitere Auswertung verstärkt und gefiltert. Des Weiteren bedarf es einer Extraktion 
der SEPs aus dem Spontan-EEG. Hierfür macht man sich zu nutze, dass im Gegensatz 
zum Spontan-EEG, welches unspezifisch ist, die evozierten Potentiale ereignisbezogen 
und spezifisch für ihren Reiz sind. Aus diesem Grund treten sie immer im gleichen 
Zeitintervall nach dem definierten Reiz auf. Da die Stimulation repetitiv erfolgt 
können die einzelnen Messzeiträume gemittelt werden („Averaging“). Dadurch 
summieren sich die reizgekoppelten Potentiale auf, während sich der Einfluss der 
reizunabhängigen EEG-Aktivität vermindert [79]. In der vorliegenden Arbeit erfolgte 
die Stimulation des N. medianus mit einer Frequenz von 2 Hz, sodass nach einem 
Messzeitraum von 30 Sekunden eine Mittelung von 60 Signalen erfolgte.  
 
 
Abbildung 14: Übersicht über die verwendeten Elektroden: ganz links befinden sich die 
Nadelelektroden (1) zur Stimulation des N. medianus. Rechts daneben sind die differente Elektrode (2) 
und die indifferente Elektrode (3) des EEGs abgebildet. Ganz rechts befindet sich die LDF-Sonde (4).  
 
Vor Versuchsbeginn wurde in einer Probestimulation die korrekte Positionierung der 
Elektroden überprüft. Eine richtige Position lag dann vor, wenn während der 
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Stimulation eine repetitive hervorstechende Zacke im EEG sichtbar war. Die Messung 
der somatosensorisch evozierten Potenziale wurde gleichzeitig mit den Laserdoppler 
Messungen und mit dem gleichen Stimulationsregime durchgeführt (Impulse von 0,3 
ms Dauer und einer Stärke von 1,5 mA bei einer Repetitionsfrequenz von 2 Hz). Die 
computergestützte Datenerfassung und Speicherung erfolgte mit Hilfe der Neurodyn 
Software von Hugo Sachs.  
 
 
Abbildung 15: Übersicht über die Anordnung der differente Elektrode des EEGs (1) sowie der 
Laserdopplersonde (2) im stereotaktischen Halter (3). Aufsicht von vorne, ohne Darstellung der 
Ohrbolzen. 
 
Die evozierten Potentiale weisen eine charakteristische Wellenform auf, welche durch 
ihre Amplitude, Polarität und die Zeit bis zum erreichen eines Gipfels (Latenz) 
gekennzeichnet sind. Für die Auswertung wurde in der vorliegenden Arbeit  zum einen 
die Höhe der Amplitude zwischen den Punkten P1 und N2 und zum anderen die 
Latenz bis zum Punkt P1 ermittelt. 
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Abbildung 16: Beispiel eines typischen SEPs nach kontralateraler Vorderpfotenstimulation und 
Mittelung von 60 Signalen. Positive Ausschläge werden mit N bezeichnet und negative Ausschläge 
mit P. 
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2.5 Übersicht über den Versuchsaufbau 
 
Abbildung 17: Halbschematische Übersicht über den Versuchsaufbau (nicht maßstabsgetreu).  
Zunächst erfolgte die Kanülierung der V. femoralis (1) und der A. femoralis (2). Die Vene diente der 
Applikation von LPS, Chloralose- und Infusionslösung über zwei Perfusoren (3,4). Die Arterie wurde 
für die arterielle Messung des Blutdrucks mittels eines Druckaufnehmers (5) und zur Blutabnahme 
genutzt. Anschließend erfolgte eine Tracheotomie und Intubation für die maschinelle Beatmung (13). 
Dann wurde das Tier (6) auf den Bauch gedreht und im stereotaktischen Rahmen (7) fixiert. 
Anschließend wurde die Schädelchalotte ausgedünnt und die Messeinrichtungen für die 
Laser-Doppler-Flussmetrie (8) und die Elektroenzephalographie (9) platziert. Die so gewonnenen 
Daten wurden an einen Auswertungscomputer (10) übertragen. Für die Induktion der 
neurophysiologischen Parameter wurde eine Stimulation des N. medianus (11) verwendet. Schließlich 
erfolgte die Stimulation des N. vagus  am linken distalen Anteil des cervikalen N. vagus (12). 
Während der gesamten Versuchsdauer wurde die Körpertemperatur durch eine rektale 
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2.6 Zeitlicher Versuchsablauf  
        
    OP  Platzierung der Messeinrichtungen 
             
 -30 min  Start Vagusnervstimulation  
     Vagusnervstimulation 
 -15 min 1. Messung – Baseline 
      
 0 min  LPS 
     Vagusnervstimulation 
 60 min  2. Messung 
     Vagusnervstimulation 
 120 min 3. Messung 
     Vagusnervstimulation 
 180 min 4. Messung 
     Vagusnervstimulation 
 240 min 5. Messung 
     Vagusnervstimulation 
 270 min 6. Messung 
 
              Nach-  Euthanasie und Probennahme 
 bereitung  
 
Abbildung 18: schematischer Überblick über den zeitlichen Versuchsablauf  
 
Nach der Vorbereitungsphase, welche die Operation und die korrekte Positionierung 
der Messeinrichtungen beinhaltete, wurde bei den Tieren, die eine 
Vagusnervstimulation erhielten, 30 min vor der LPS Injektion mit dieser begonnen. 
Die Vagusnervstimulation wurde während der gesamten Versuchsdauer fortgeführt 
und nur für die Messungen der neurophysiologischen Parameter unterbrochen. Bei 
allen Gruppen wurde 15 min vor der LPS-Injektion eine Messung der SEPs, evozierten 
Flussantwort, Blutdruck, Blutglukose, Blutlaktat, Körperinnentemperatur und eine 
Blutgasanalyse durchgeführt. Mittels der dadurch gewonnenen Messwerte konnte ein 
interindividueller Vergleich zwischen den physiologischen Werten vor LPS Injektion 
Material und Methoden 
 - 54 -   
und den Werten nach LPS Injektion durchgeführt werden. Zum Zeitpunkt t = 0 min 
wurden 5 mg/kg KG LPS intravenös appliziert.  
Zur Herstellung der LPS Lösung wurden zunächst 3 mg LPS in 1 ml 0,9 % 
NaCl-Lösung gelöst, diese Lösung wurde anschließend aliquotiert und bis zur 
Verwendung bei -80  °C eingefroren. Die Dosis von 5 mg/kg KG entsprach bei einer 
Ratte mit einem durchschnittlichen Gewicht von 300 g einem Volumen von 500 µl. 
Um einen anaphylaktischen Schock zu vermeiden erfolgte die LPS Injektion langsam 
und stetig über einen Zeitraum von 5 Minuten. 
Danach wurden die oben genannten Parameter stündlich erfasst. Die letzte Messung 
erfolgte zum Zeitpunkt t = 270 min. Nach Beendigung der letzten Messung wurde die 
finale Blutentnahme durchgeführt und daraufhin 1 ml Kaliumchlorid intravenös 
appliziert, wodurch ein Herzstillstand induziert wurde. Das sichere Eintreten des 
Todes wurde anhand der Blutdruck und EEG Parameter überprüft. Daraufhin erfolgte 
die Entnahme des Gehirns (siehe Kapitel I 2.7). 
2.7 Probennahme und biologisches Material  
Vor jeder Messung wurde über einen Dreiwegehahn mittels einer Glaskapillare etwa 
20 µl Blut aus dem arteriellen Katheter gewonnen. Dieses arterielle Blut wurde für die 
Blutgasanalyse verwendet. Des Weiteren wurde je ein Tropfen Blut für die Messung 
des Blutglukose- und Blutlaktatspiegels genutzt (siehe Kapitel I 2.8).  
Nach Beendigung der letzten Messung erfolgte die finale Blutabnahme, dabei wurde 
mit einer heparinisierten Spritze ca. 5 bis 10 ml arterielles Blut über den 
Dreiwegehahn aus dem Katheter entnommen. Das Blut wurde sofort bei 4  °C für 15 
Minuten und bei 2500 g zentrifugiert, das Plasma abpipettiert und bis zur weiteren 
Untersuchung bei -80  °C eingefroren. 
Nachdem der Tod des Tieres festgestellt wurde, erfolgte die Gehirnentnahme. Das 
Gehirn wurde in Tissue Teck eingebettet und mittels flüssigen Stickstoffs eingefroren. 
Dabei wurde die Probe auf ein Aluschiffchen verbracht um ein zu schnelles Abkühlen, 
und das damit verbundene Auftreten von Rissen im Gewebe, zu verhindern. Danach 
wurden die Gehirnproben bis zur weiteren Verwendung bei -80  °C gelagert. 
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2.8 Blutuntersuchungen 
Zu jedem Messzeitpunkt wurde mit dem arteriellen Blut eine Blutgasanalyse 
durchgeführt. Hierfür wurde das Blutgasanalysegerät Rapidlab™ 348 von Bayer 
Health Care verwendet. Die folgenden Parameter wurden dabei erfasst: arterieller 
Sauerstoffpartialdruck (pO2), arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck (pCO2), pH, 
Hämatokrit, Elektrolyte. 
Gleichzeitig wurde der Blutglukosespiegel mittels des Glucometer Elite® XL  von 
Bayer Vital bestimmt und der Blutlaktatspiegel mittels des Gerätes Lactate Pro™  von 
Arkray. Die Geräte wurden entsprechend der Anweisung der Hersteller bedient. 
 
3 Immunhistologie 
3.1 Herstellung der Gefrierschnitte 
Zur Herstellung der Gehirnschnitte wurde ein Kryostat der Firma Reichert-Jung 
verwendet, welches eine Innentemperatur von -20 bis -22  °C und eine 
Objekttemperatur von -18  °C bis -20  °C aufwies. Um das Gehirn zu fixieren wurde es 
mittels „Tissue Teck“ auf dem Objektblock aufgefroren. Danach wurden von rostral 
beginnend 20 µm dicke coronale Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden mittels 
vorgekühlten, Poly-L-Lysin beschichteten Objektträgern aufgenommen und bis zur 
weiteren Verwendung bei -60  °C aufbewahrt. Schnitte, welche für die Färbung der 
T-Lymphozyten verwendet werden sollten wurden für 10 min in 99,99 % Isopropanol 
bei -20  °C bis -22  °C fixiert und anschließend bei Raumtemperatur getrocknet. Auch 
diese Schnitte wurden anschließend gekühlt aufbewahrt. Allerdings wurden sie 
innerhalb einer Woche gefärbt.  
Für die Immunhistochemie wurden das Organum subfornicale (SFO) und der Nucleus 
paraventricularis (PVN) gesammelt. Die nicht für die Immunhistochemie 
verwendeten Regionen wurden ab dem Organum vasculosum laminae terminalis bis 
zur Eminentia mediana (Bregma 0,5 mm bis -3,5 mm; [369]; Abb. 23) übereinander 
auf einen Objektträger gestapelt. Danach wurde der Cortex dorsal und lateral des 
Hypothalamus abgeschnitten, sodass ein Anteil Cortex und ein Anteil Hypothalamus 
vorlag. Diese beiden Anteile wurden noch einmal jeweils halbiert und für weitere 
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Untersuchungen (Polymerasekettenreaktion (PCR)) aufbewahrt. Dadurch können von 
ein und demselben Tier mehrere Laboruntersuchungen durchgeführt werden. 
 
Abbildung 19: Sagittalschnitt durch das Cerebrum der Ratte 
Die für die Analysen verwendeten Schnitte wurden zwischen dem rot eingezeichneten OVLT und der 
ME gesammelt. Für die Histologischen Untersuchungen wurde das SFO verwendet.  
AP: Area postrema, ME: Eminentia mediana, OVLT: Organum vasculosum laminae terminalis, PIN: 
Glandula pinealis, SCO: Organum subcomissurale, SFO: Organum subfornicale 
Modifiziert nach [413] 
 
3.2 Grundlage der Methode 
In der vorliegenden Arbeit wurde die indirekte Immunfluoreszenz angewendet. Das 
Prinzip der Methode beruht auf der immunologischen Reaktion von Antikörpern mit 
ihrem Antigen. Im ersten Schritt bindet der primäre Antikörper ein spezifisches Epitop 
des Antigens, welches nachgewiesen werden soll. Im zweiten Schritt erfolgt danach 
die Darstellung dieses Antigen-Antikörper-Komplexes. Dafür werden sekundäre 
Antikörper verwendet, welche mit einem Fluorochrom gekoppelt und gegen den 
primären Antikörper gerichtet sind. Durch Anregung des Fluorochroms mit Licht 
entsprechender Wellenlänge wird dieses zur Emission längerwelligeren 
Fluoreszenzlichts angeregt, welches im Fluoreszenzmikroskop sichtbar wird [105].  
Des Weiteren wurde eine Immunhistochemie (DAB-Färbung) durchgeführt. Diese 
unterscheidet sich von der oben genannten Immunfluoreszenz durch die 
Nachweisreaktion des sekundären Antikörpers. Statt eines Fluorochroms wurde 
hierbei ein mit Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelter sekundärer Antikörper 
verwendet, der durch eine Farbreaktion mit Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid 
(DAB) sichtbar gemacht wird. Dabei bildet DAB nach Oxidation durch die HRP am 
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Ort seiner Umsetzung ein braunes unlösliches Farbprodukt und zeigt dadurch die 
räumliche Verteilung der HRP und somit des Antigen-Antikörper-Komplexes an. 
3.3 Materialien für die Immunhistochemie 
Tabelle 8: Technische Geräte - Immunhistologie 
Bezeichnung Typ Hersteller 
Aqua bidest Anlage Milli-Q Biocel Millipore, Eschborn 
Digitale Schwarz-weiß Kamera Spot Insight Diagnostic Instr. – Visitron 
Systems, Puchheim 
Kamera Durchlichtmikroskop Camedia C-3030 Zoom Olympus Optical, Hamburg 
Fluoreszenmikroskop Olympus BX50 Olympus Optical, Hamburg 
Eismaschine Icamatic F120 CastelMAC S.p.A. Castelfranco 
Veneto, Italien 
Kryostat 2800 Grigocut E Reichert-Jung, Nußloch 
Schüttler Typ 3011 Roth GmbH, Karlsruhe 
Waagen zum Abwiegen von 
Trockensubstanzen 
P1210N; AE 50 und PM 250 Mettler Toledo, Gießen 
Magnetrührer IKA - Combimag RCT IKAR Werke GmbH & 
Co. KG, Staufen 
 
Tabelle 9: Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien - Immunhistologie 
Bezeichnung Typ Hersteller 
Fettstift Pap-Pen G. Kisker, Steinfurt 
Inkubationskästchen mit Deckel 20 x 30 x 5 cm Biochem Instrumente GmbH, 
Weilburg 
Pinsel Rotmarderhaar Renensis, Flensburg 
Pasteur-Pipetten einweg MAGV, Rabenau 
Deckglässchen 24 x 60mm, Nr. H878 Roth GmbH, Karlsruhe 
Faltenfilter 604 ½ (Ø 240mm) Schleicher und Schuell GmbH, 
Weilburg 
Objektträger 76 x 26mm Menzel GmbH, Braunschweig 
Objektträgermappe Für 20 Objektträger LAT-Labor- und Analysen-
Technik GmbH, Garbsen 
Rasierklingen BB522 Aesculap-Werke AG, Tuttlingen 
 
Tabelle 10: Substanzen  und Chemikalien - Immunfluoreszenz 
Bezeichnung Hersteller / Zusammensetzung  
4´6-Diamidin-2´Phenylindol Dilaktat (DAPI) MoBiTec, Göttingen 
Citifluor® (Glycerol in PBS-Lösung) Cityflour LTD, London, UK 
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt 
Ethanol, vergällt Schmidt, Dillenburg 
Immersionsöl (Refraktionsindex 1,51) Olympus Otical, Hamburg 
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat (NaH2PO4) Merck, Darmstadt 
Normal donkey serum (NDS) PAA, Paschingen, Österreich 
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt 
Poly-L-Lysin Biochrom, Berlin 
Triton-X-100 (t-Octylphenooxypoly-
Ethoxyethanol) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
0,2M Na2HPO4-Lösung (Stocklösung A) 27,6g Na2HPO4 (137,99g/mol) in 1 l Aqua bidest 
0,2M NaH2PO4-Lösung (Stocklösung B) 35,6g NaH2PO4 (177,9g/mol) in 1 l Aqua bidest 
Material und Methoden 
 - 58 -   
PBS (Phosphatpuffer), pH 7,2-7,4, 0,1M 28 % der Stocklösung A + 72 % der Stocklösung 
B in Aqua bidest 
DAPI-Inkubationslösung DAPI 1:8000 in PBS 
Inkubationspuffer für Immunhistochemie (Block-
Lösung) 
10 % NDS  in PBS; Zugabe von 0,1 % Triton-X-
100  
Paraformaldehyd-Lösung (PFA); 20 % 
(Stocklösung) 
Ansatz von PFA in Pulverform in PBS. Lösen 
unter Rühren bei 65  °C, Zugabe von wenigen 
Tropfen 1N NaOH bis zur Klärung der Lösung; 
Filtration mit Faltenfilter (Ø240mm); abkühlen 
lassen  
Paraformaldehyd-Lösung (PFA); 2 % Ansatz aus PFA-Stocklösung in PBS (1:10) 
 
Tabelle 11: Substanzen und Chemikalien – DAB-Färbung 
Bezeichnung Hersteller / Zusammensetzung  
Tris base Roth GmbH, Karlsruhe 
Natriumchlorid (NaCl) Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Salzsäure (HCl) Roth GmbH, Karlsruhe 
Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt 
Tris buffered saline (TBS) 60,5 g Tris base, 90 g NaCl, 50 ml 25 % HCl  auf 
1000 ml H2O auffüllen 
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt 
Phosphate Buffered Saline (PBS) 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,24 g Na2HPO4, 2 g 
KH2PO4, 8 ml 1 N HCl auf 10 Liter auffüllen 
Normal rat serum (NRS) Harlan Labaratories B.V., 5961 NM Horst, 
Niederlande, Referenznummer: AP/12-000281 
Hitzeinaktiviert bei 56  °C für 30 min 
3,3`-Diaminobenzidine (DAB) Tetrahydrochlorid 
Tablets 
Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 
Produktnummer: D 5905 
Hämatoxylin Merck, Darmstadt 
Natriumjodat (NaIO3) Merck, Darmstadt 
Kalialaun Merck, Darmstadt 
Chloralhydrat Merck, Darmstadt 
Mayers Hämalaun 1,0 g Hämatoxylin, 0,2 g Natriumjodat, 50 g 
Kalialaun in 1000 ml H2O  lösen. 
Über Nacht stehen lassen. 50 g Chloralhydrat, 1,0 
g Zitronensäure zugeben, ca. 30 min unter rühren 
erhitzen, abkühlen lassen und filtrieren 
Wasserstoffperoxid (H2O2) 30 % Merck, Darmstadt 
Natriumazid  Merck, Darmstadt 
Albumin bovine Fraction V (Bovines Serum 
Albumin BSA), pH 7,0,  
Serra Elektropheresis GmbH, Heidelberg 
Lot: 130184 
Natriumhypochloridlösung  (NaClO) 12 % 
Chlorid 
Roth GmbH, Karlsruhe 
Isopropanol ≥ 99,8 %  Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Pertex Medite GmbH, Burgdorf, Lot: 179047 
Inkubationslösung für den primären Antikörper 0,1 % Natriumazid, 1 % BSA, 10 % NRS in PBS 
Inkubationslösung für den sekundären Antikörper 5 % BSA in PBS 
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3.4 Antikörper 
3.4.1 Primäre Antikörper 
Zur Detektion neutrophiler Granulozyten, ICAM-1 und NF-IL 6 wurden die in Tabelle 
12: Primäre Antikörper - Immunhisto aufgeführten Antikörper verwendet. Die Spezifität der 
verwendeten Antikörper wurde im Versuch bestätigt oder in früheren Untersuchungen 
nachgewiesen [112]. 
Für den Nachweis von T-Lymphozyten wurde ein in der Maus gebildeter Antikörper 
verwendet, der sich gegen eine Region der Beta-Kette von alpha/beta T-Zell 
Rezeptoren der Ratte richtet. Um ein optimales Färbeergebnis zu erzielen wurden 
verschiedene Modalitäten überprüft. Zunächst wurde der Antikörper auf Schnitten der 
Milz getestet, wobei sich die typische Färbung und Verteilung der Milzlymphozyten 
zeigte. Als nächstes wurde die Qualität der Färbung an den Gehirnschnitten überprüft. 
Dabei wurde zunächst das Vorkommen endogener Pigmente ausgeschlossen, indem 
die Schnitte außer der Hämalaunfärbung keine Behandlung erfuhren. Während der 
üblichen Inkubationszeiten wurden die Schnitte in PBS gelagert. Im nächsten Ansatz 
wurde die Inaktivierung der endogenen Peroxidase überprüft, indem nur die 
Inkubation mit H2O2 und DAB erfolgte. Als nächstes wurde das unten angegeben 
Protokoll verwendet, jedoch ohne Inkubation mit dem primären Antikörper. Dadurch 
wurde sichergestellt, dass durch den sekundären Antikörper keine Artefakte 
entstanden. Schlussendlich erfolgte die Färbung unter Zugabe von 10 % NRS zum 
primären Antikörper um unspezifische Bindungsstellen zu sättigen. Unter 
Verwendung dieses Protokolls traten keine unspezifischen Signale auf. 
 
Tabelle 12: Primäre Antikörper - Immunhistologie 





MPO Rabbit polyclonal IgG 1:400 / 1:700  0,1 % A 0398, Dako Deutschland GmbH, 
Hamburg 
ICAM-1 Goat polyclonal IgG 1:1000  0,1 % AF583 / R&D Systems Inc.,  
Minneapolis, MN, USA 
NF-IL6 Goat polyclonal IgG 1:250  0,1 % Sc-150-G; Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
USA 
R73 Mouse monoclonal IgG 1:500 0 % MCA453G / AbD Serotec, 
Kidlington, UK 
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3.4.2 Sekundäre Antikörper 
Als sekundäre Antikörper wurden bei der Immunfluoreszenz fluorochromgekoppelte 
Antikörper mit einem Excitationsmaximum von 495 nm bzw. 550 nm in einer 
Verdünnung von 1:500 bzw. 1:600 verwendet. 
Für den Nachweis der T-Lymphozyten wurde ein HRP-gekoppelter sekundärer 
Antikörper in einer Verdünnung von 1:70 verwendet. 
 
Tabelle 13: Sekundäre Antikörper - Immunhistologie 
Antikörper Tierart Verdünnung Katalognummer , Hersteller 
Alexa Fluor® 488  Donkey anti rabbit 1:500 AZA21206, MoBiTec GmbH, Göttingen 
Cy™3  Donkey anti goat 1:600 705-165-147, Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA 
HRP gekoppelt Rabbit anti mouse 1:70 P0161, Dako Deutschland GmbH, 
Hamburg 
 
3.4.3 Kernfärbungen – Gegenfärbung 
Zur Verbesserung der Übersichtlichkeit und Unterscheidung von intra- und 
perinukleären Signalen wurde bei der Immunfluoreszenz eine DAPI-Kernfärbung 
durchgeführt. Dabei werden durch die unspezifische Bindung von DAPI an DNA alle 
Zellkerne angefärbt.  




Die Färbung erfolgte nach dem unten angegebenen Protokoll. 
Dabei diente die Fixierung mittels PFA dem Schutz des Antigens während der 
Prozessierung. Danach wurde mittels der Block-Lösung, welche 10 % NDS und 0,1 % 
Triton X-100 enthielt, eine Sättigung unspezifischer Bindungsstellen erreicht. Die 
Antikörper wurden vor der Inkubation in der Blocklösung verdünnt. Sobald der 
sekundäre Antikörper verwendet wurde, erfolgte die weitere Bearbeitung unter 
möglichst lichtarmen Bedingungen. Deshalb wurden die Proben nach dem Deckeln in 
eine lichtundurchlässige Mappe verbracht und bei 4  °C gelagert. Da die Signalstärke 
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mit der Zeit abnimmt wurden alle Schnitte noch am selben Tag unter dem Mikroskop 
analysiert und fotografiert. 
 
Tabelle 14: Protokoll - Immunfluoreszenz 
Schritt Durchführung / Reagenz Temperatur Dauer 
Schnitte aufwärmen  -20  °C 10 min 
trocknen Mit Fettstift umranden, beschriften RT (Raumtemp.) 5-7 min 
Fixierung PFA 2 % RT 10 min 
waschen PBS RT 3 x 5 min 
Blocken In feuchter Kammer, mit Blocklösung RT 60 min 
Inkubation: 
Primärantikörper 
In feuchter Kammer,  
ca. 300 µl pro Schnitt 
4  °C Über Nacht  
(20-24 h) 
Schnitte aufwärmen  RT 10 min 
waschen PBS RT 3 x 5 min 
Inkubation: 
Sekundärantikörper 
In feuchter Kammer, abgedunkelt 
ca. 300 µl pro Schnitt 
RT 120 min 
waschen PBS, abgedunkelt RT 3 x 5 min 
DAPI-Kernfärbung DAPI, abgedunkelt RT 10 min 
waschen PBS, abgedunnkelt RT 3 x 5 min 
deckeln Citifluor, abgedunkelt RT, danach 




Für die DAB-Färbung erfolgte die Fixierung bereits direkt nach der Herstellung der 
Gefrierschnitte, weshalb sie in Kapitel I 3.1 beschrieben ist. Bei dieser Färbung 
bewirken Peroxidasen eine Umsetzung des DAB zu einem braunen Präzipitat, welches 
das Vorkommen und die Lokalisation der Peroxidasen anzeigt. In einigen Zellen (unter 
anderem Erythrozyten, Myozyten, Granulozyten, Monozyten) existieren jedoch auch 
endogene Peroxidasen, die ein falsch positives Ergebnis induzieren können. Um 
sicherzustellen, dass die Peroxidase ausschließlich durch das Detektorsystem 
zugeführt wurde, erfolgte  zunächst eine Inaktivierung endogener Peroxidasen durch 
die Inkubation in 1 % H2O2.  Danach erfolgte die Inkubation mit dem primären und 
sekundären Antikörper, welche in der jeweiligen Inkubationslösung (siehe Tabelle 11) 
verdünnt wurden, gefolgt von der Zugabe des DABs, das daraufhin von der HRP 
umgesetzt wurde. Schließlich folgte eine Hämalaun-Färbung. 
Da die DAB-Färbung nicht lichtempfindlich ist, konnten die Schnitte unbedenklich bei 
Raumtemperatur gelagert und beliebig oft betrachtet werden. Die Färbung erfolgte 
nach dem unten angegebenen Protokoll. 
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Tabelle 15: Protokoll – DAB-Färbung 
Schritt Durchführung / Reagenz Temperatur Dauer 
Überführen der Schnitte in PBS RT  
Inaktivierung endogener 
Peroxidasen 
H2O2 1 % in PBS In Eiswasser, 
4  °C 
30 min 
waschen PBS RT 3 x 2 min 
Inkubation: 
Primärantikörper 
In feuchter Kammer,  
ca. 300 µl pro Schnitt 
RT 60 min 
waschen PBS, abspülen mit Pasteurpipette RT 3x 
Inkubation: 
Sekundärantikörper 
In feuchter Kammer,  
ca. 300 µl pro Schnitt 
RT 60 min 
waschen TBS, abspülen mit Pasteurpipette RT 3x 
Aktivierung von DAB H2O2 RT  
Farbreaktion Aktiviertes DAB, ca. 500 µl pro Schnitt RT 10 min 
waschen PBS, abspülen mit Pasteurpipette RT 3x 
Hämalaunfärbung Doppelt destilliertes Wasser RT Ca. 3 sek. 
1:5 verdünntes Hämalaun RT 1,5 min 
Doppelt destilliertes Wasser RT Ca. 3 sek. 
Leitungswasser RT 5 min 
Entwässerung Doppelt destilliertes Wasser RT Ca. 3 sek. 
Aufsteigende Alkoholreihe: 50 %, 70 %, 80 
%, 90 %, 100 %, 100 % Ethanol 
RT Je 3 min 
2 mal Xylol RT je 3 min 
Deckeln, aushärten Pertex RT  
 
3.6 Mikroskopie 
Bei der Immunfluoreszenzmikroskopie wird das Licht zunächst in einer 
Quecksilberdampflampe gebildet und dann durch verschiedene Filter geleitet, sodass 
die Wellenlängen des Excitationsmaximums der einzelnen Fluochrome entstehen. 
Daraufhin emittieren sie Licht einer spezifischen Wellenlänge, welches für das 
menschliche Auge farbig erscheint. In der unten stehenden Tabelle sind die 
verwendeten Fluochrome mit ihren Wellenlängen und emittierten Farben aufgeführt. 
 
Tabelle 16: Wellenlängen 
Filter Fluochrom Excitationwellenlänge Emmissionswellenlänge Farbe 
U-MWIBA Alexa 488® 460 – 490 nm 510 -540 nm grün 
U-MWU Cy3™ 330 – 385 nm 630 – 660 nm rot 
U-MNG DAPI 358 nm 461 nm blau 
 
Die Immunfluoreszenz Schnitte wurden direkt nach der Färbung am Mikroskop 
beurteilt und in verschiedenen Vergrößerungen fotografiert. Dabei wurden mittels 
einer Schwarz-weiß Kamera Bilder der drei einzelnen Farbkanäle aufgenommen, 
welche danach entweder einzeln ausgewertet oder mit Hilfe des Metamorph 
Programms zu einem dreifarbigen Bild zusammengefügt wurden. Um eine 
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Vergleichbarkeit zwischen den Fotos zu gewährleisten, wurde bei allen Schnitten einer 
Färbung die gleichen Belichtungszeiten verwendet. 
Die DAB gefärbten Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop ausgewertet. 
3.7 Quantifizierung der Ergebnisse 
Es wurden 5 Tiere pro Gruppe und 3 Schnitte pro Tier analysiert. Für die Berechnung 
wurden aus den Mittelwerten jedes Tieres die Mittelwerte der entsprechenden Gruppe 
gebildet („mean of the mean“). 
Die Analysen wurden im Cortex links und rechts der Mittellinie, sowie im SFO und 
angrenzendem Plexus choroideus durchgeführt. 
 
 
Abbildung 20: Schematische Darstellung eines coronalen Schnitts durch das Gehirn der Ratte 
Die Kästen markieren die Bereiche des Cortex und des Organum subfornicale (SFO), die für die 
Auswertung verwendet wurden. Modifiziert nach Paxinos & Watson (1998) 
 
3.7.1 Neutrophile Granulozyten 
Die Anzahl neutrophiler Granulozyten wurde jeweils aus einem Bild des Cortex links 
und rechts der Mittellinie bei 5-facher Vergrößerung, (entspricht ca. 6 mm2 pro 
Gesichtsfeld), sowie einem Bild des SFO und des angrenzendem Plexus choroideus  
bei 10-facher Vergrößerung (entspricht ca. 1,8 mm2 pro Gesichtsfeld) ermittelt. Für 
eine verbesserte Auswertung wurden die Bilder in Helligkeit und Kontrast mittels 
Photoshop® angepasst. Für die weitere Auswertung wurde das Programm FIJI 
verwendet. Damit wurde zunächst ein Medianfilter angewandt, welcher das 
Bildrauschen verbessert und danach ein Threshold gesetzt. Des Weiteren wurde die 
Watershed Funktion genutzt, die zwei Signale, welche aufgrund räumlicher Nähe zu 
Cortex 
SFO 
Material und Methoden 
 - 64 -   
einem Signal verschmelzen, erkennt und trennt. Anschließend wurde eine 
automatisierte Zählung aller Partikel über 20 Pixel durchgeführt. Alle Bilder wurden 













Abbildung 21: Automatisierte Quantifizierung neutrophiler Granulozyten am Beispiel eines 
Bildausschnitts aus dem Cortex, aufgenommen bei 5-facher Vergrößerung.  
Bild a zeigt einen Ausschnitt des Originalbilds, welches zur Erleichterung der Auswertung in schwarz-
weiß dargestellt ist. Die weißen Punkte indizieren neutrophile Granulozyten. Bild b zeigt das Ergebnis 
der automatisierten Zählung nach Anpassung von Helligkeit und Kontrast, Verwendung eines 
Medianfilters und setzten eines Thresholds. Dabei werden die gezählten Signale nummeriert und das 
Gesamtergebnis angezeigt. 
Der in Bild a dargestellte Größenmarker entspricht 50 µm und gilt für die Bilder a und b. 
 
3.7.2 ICAM-1 
Für die Auswertung der ICAM-1 Signale wurden die gleichen Arbeitsschritte wie für 
die Zählung der neutrophilen Granulozyten durchgeführt. Allerdings wurde hierbei 
nicht die Anzahl der gezählten Partikel als Ergebnis verwendet, sondern der 
prozentuale Anteil der gefärbten Bereiche am Gesamtschnitt. Es wurden ebenfalls 
Bilder aus dem Bereich des Cortex, sowie des SFO und angrenzendem Plexus 
choroideus verwendet, jedoch bei 20-facher Vergrößerung (entspricht ca. 0,448mm2). 
Für ICAM-1 wurde während der Mikroskopie zusätzlich eine semiquantitative 
Quantifikation durchgeführt, welche die Ergebnisse der automatisierten Zählung 
verifizierte. Dabei wurden 7 Stufen unterschieden, wobei – für keine sichtbaren 
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Abbildung 22: Automatisierte Quantifizierung des ICAM-1 Signals am Beispiel eines Bilds aus 
dem Cortex bei 20-facher Vergrößerung.  
Bild a zeigt einen Ausschnitt des Originalbilds, welches zur Erleichterung der Auswertung in 
schwarz-weiß dargestellt ist. Die weiß gefärbten Bereiche indizieren die ICAM-1 Signale. 
Bild b zeigt das Ergebnis der automatisierten Zählung nach Anpassung von Helligkeit und Kontrast, 
Verwendung eines Medianfilters und setzen eines Thresholds. Bei dieser Auswertung wurde der 
prozentuale Anteil des gefärbten Bereichs am Gesamtschnitt zur Quantifizierung herangezogen. 
Der im Bild a dargestellte Größenmarker entspricht 100 µm und gilt für die Bilder a und b. 
 
3.7.3 Kolokalisation neutrophiler Granulozyten und ICAM-1 
Um die Interaktion der neutrophilen Granulozyten mit ICAM-1 zu untersuchen, wurde 
die Kolokalisation der beiden Signale betrachtet. Hierfür wurden die beiden 
entsprechenden Kanäle zu einem Farbbild zusammengesetzt und es erfolgte ebenfalls 
eine Helligkeits- und Kontrastanpassung mittels Photoshop®. Danach wurden mit 
Hilfe der manuellen Zählfunktion des FIJI Programms zunächst alle grünen Signale 
der neutrophilen Granulozyten markiert und anschließend in der Überlagerung mit 
dem roten ICAM-1 Kanal zusätzlich alle neutrophilen Granulozyten markiert, welche 
sich mit dem ICAM-1 Signal überlagerten. Es wurde nun der prozentuale Anteil mit 
ICAM-1 kolokalisierter neutrophiler Granulozyten an der Gesamtzahl der neutrophilen 
Granulozyten des Schnittes berechnet. Für die Auswertung wurden Schnitte des 
Cortex links und rechts der Mittellinie bei 10-facher Vergrößerung verwendet 
(entspricht ca. 1,8mm2 pro Gesichtsfeld). Um subjektive Einflüsse zu minimieren 
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Abbildung 23: beispielhafte Darstellung der Kolokalisation von ICAM-1 und neutrophilen 
Granulozyten. 
Bild a ist beispielhaft für die zur Auswertung verwendeten Bilder. Die Aufnahme zeigt ICAM-1 
Signale (rot) und neutrophile Granulozyten (grün), welche teilweise kolokalisiert sind. 
Bild b stellt eine Detailaufnahme aus Bild a dar und zeigt einen neutrophilen Granulozyten in einem 
ICAM-1 positiven Gefäß (rot). Typisch für neutrophile Granulozyten ist der segmentierte Kern (blau) 
und die Myeloperoxidase Immunreaktivität (grün). 
Der Größenmarker in Bild a entspricht 200 µm, der Größenmarker in b 10 µm. 
3.7.4 NF-IL6 
Die NF-IL6 Signale wurden ebenfalls zunächst semiquantitativ mit der oben 
genannten 7 stufigen Skala beurteilt und anschließend eine Zählung anhand der Bilder 
durchgeführt. Dabei wurden zunächst im blauen Kanal sämtliche Zellkerne markiert. 
Nach Überlagerung mit dem roten Kanal wurden alle NF-IL6 positiven Zellkerne 
doppelt markiert, wobei überprüft wurde, ob es sich tatsächlich um nukleäre Signale 
handelte. Es wurde nun der prozentuale Anteil NF-IL6 positiver Zellkerne an der 
Gesamtzahl der Zellkerne des Schnittes berechnet. Zur Auswertung wurden Bilder des 
Übergangs von SFO zu Plexus choroideus bei 100-facher Vergrößerung verwendet. 
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Abbildung 24: Quantifizierung NF-IL6 positiver Zellen am Beispiel eines Bildausschnitts aus 
dem Bereich des SFO und angrenzendem Plexus choroideus bei 100-facher Vergrößerung. 
Bild a zeigt Zellkerne (blau), von denen einige NF-IL6 positiv sind (rot). Zur Quantifizierung in Bild b 
wurden zunächst unter Betrachtung des blauen Kanals alle Zellkerne mit der Zahl 1 (weiß) markiert. 
Anschließend erfolgte eine Überlagerung mit dem roten Kanal, die es ermöglichte alle NF-IL6 
positiven Zellkerne zusätzlich mit der Zahl 2 (hellgrün) zu markieren. 
Der Größenmarker in Bild a und b entspricht 10 µm. 
 
3.7.5 T-Lymphozyten 
Bei den Schnitten der DAB-Färbung wurde die T-Lymphozytenanzahl während der 
Lichtmikroskopie quantitativ ermittelt. Dafür wurde bei 10-facher Vergrößerung 
jeweils ein Raster im Cortex rechts und links der Mittellinie und im Bereich des 
Interhemisphärenspalts bei 10-facher Vergrößerung (entspricht jeweils ca. 1mm2), 
sowie 2 Raster im Bereich des SFO und Plexus choroideus bei 20-facher 










Abbildung 25: Beispielhafte Darstellung von T-Lymphozyten 
Bild a zeigt einen Ausschnitt aus der Milz, in dem die T-Lymphozyten (braun) eine typische 
Anordnung um ein Gefäß zeigen. 
Bild b zeigt einen Ausschnitt des Organum subfornicale (SFO) und angrenzenden Plexus choroideus 
mit vereinzelten T-Lymphozyten (Pfeile). 
Der Größenmarker in Bild a entspricht 25 µm und der Größenmarker in Bild b entspricht 100 µm. 
 
4 PCR 
4.1 Grundlage der Methode 
In der vorliegenden Arbeit wurde eine „Two-step relative quantitative reverse 
transcriptase PCR“ (qRT-PCR) durchgeführt. Vorraussetzung hierfür ist zunächst die 
Extraktion von RNA aus den Gewebeproben. Daraufhin erfolgte die reverse 
Transkription um entsprechende doppelsträngige komplementäre DNA (cDNA) 
a b 
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Vorlagen („Templates“) herzustellen. Schließlich erfolgte mit einem Teil der 
gewonnenen DNA die quantitative real time PCR, während der Rest für weitere 
Analysen aufbewahrt wurde.  
Grundsätzlich setzt sich die PCR aus den drei Schritten Denaturierung, Annealing und 
Elongation zusammen. [336] Bei der Denaturierung wird doppelsträngige DNA bei 
hohen Temperaturen von 95  °C zu einsträngiger DNA „geschmolzen“ und 
Sekundärstrukturen gelöst. Während des folgenden Annealings (Hybridisierung) 
erfolgt die Bindung der Primer an ihre komplementären Sequenzen bei moderaten 
Temperaturen von 60 °C. Schließlich erfolgt in der Elongationsphase, ausgehend von 
den Primern, die Verlängerung des doppelsträngigen DNA (dsDNA) Amplifikats mit 
Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP) durch die Taq-Polymerase, sodass eine 
Kopie des ursprünglichen Templates entsteht.  
Da diese Vorgänge an beiden Einzelsträngen des ursprünglich doppelsträngigen 
Templates ablaufen, erfolgt mit jedem Zyklus eine Verdoppelung der 
DNA-Templates. Deshalb zeigt die Reaktionskinetik zunächst nach überschreiten der 
Hintergrundfluorszenz („Baseline“) eine exponentielle Zunahme der Amplifikate pro 
Zyklus (Exponentialphase). Im weiteren Verlauf sinkt die Menge an intakten Primern 
und dNTPs und es kann zur kompetitiven Bindung der Amplifikate untereinander 
kommen, sodass die Reaktionskinetik in einen linearen Verlauf übergeht und 
schließlich in der Plateauphase stagniert.   
Bei der qRT-PCR wird nicht nur das Template amplifiziert, es erfolgt im gleichen 
Schritt die Quantifizierung der entstandenen Amplifikate. Hierfür wird neben dem 
Primer eine für die nachzuweisende DNA spezifische Sonde verwendet. Diese Sonde 
ist an zwei Flourochrome mit unterschiedlichen Anregungs- und 
Emissionswellenlängen gekoppelt, welche Donor („Reporter“) und Akzeptor 
(„Quencher“) genannt werden. Liegen Donor und Akzeptor in räumlicher Nähe 
zueinander erfolgt nach Anregung des Donors eine strahlungsfreie Übertragung der 
Energie auf den Akzeptor im Rahmen des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers 
(FRET) [90]. Dadurch wird die Emission von Licht durch den Donor unterdrückt. Bei 
der Elongation wird nun durch die 5´Nuclease Aktivität der Taq-Polymerase ein Teil 
der Sonde mit dem Donor abgespalten. Dadurch wird die räumliche Nähe von Donor 
und Akzeptor aufgehoben und die Lichtemission des Donors wird nicht länger 
Material und Methoden 
 - 69 -   
unterbunden. Da die nun auftretende Lichtemission proportional zur Amplifikation des 
Templates ansteigt, kann sie zur Quantifizierung herangezogen werden [208]. 
4.2 Materialien für die PCR 
Tabelle 17: Technische Geräte - PCR 
Bezeichnung Typ Hersteller 
Autoklav Typ: Systec 2540 EL Systec, Wettenberg 
Homogenisator SONOPULS Bandelin Electronoc GmbH & Co KG, Berlin 
Minishaker/Vortex MS1 IKA Works Inc. Wilmington, NC, USA 
Spectrophotometer DU®50 Beckman Coulter, Brea, CA, USA 
StepOnePlus™ Real-Time 
PCR System 
 Applied Biosystems, Foster City, CA USA 
Zentrifuge Megafuge 1.0R Thermo Scientific Waltham, MA, USA 
Zentrifuge Spectrafuge mini Neo Lab Heidelberg 
Zentrifuge für 96well Platten PerfectSpinP PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 
 
Tabelle 18: Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien - PCR 
Bezeichnung Hersteller 
MicroAMP™ 96-Well Support Base Applied Biosystems, Foster City, CA, USA / Life 
technologies 
MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate 0.1ml Applied Biosystems, Foster City, CA, USA / Life 
technologies 
Mikro Küvette (45mm x 12,5mm x 12,5mm; 
Schichtdicke 10mm) aus Quarzglas Suprasil® 
Hellma Analytics, Mühlheim 
Optical Adhesive Cover Applied Biosystems, Foster City, CA, USA / Life 
technologies 
Optical Flat Cap 8 / strip Applied Biosystems, Foster City, CA, USA / Life 
technologies 
 
Tabelle 19: Substanzen und Chemikalien - PCR 
Arbeitschritt Bezeichnung Hersteller / Zusammensetzung 
RNA-
Extraktion 
Trizol Thermo Fisher Scientific / Life 
technologies, Carlsbad, CA, USA 
Chloroform Sigma- Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim 
Isopropanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Ethanol 100 % (unvergällt) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
DEPC H2O 0,1 % DEPC in Aqua bidest., 24 Stunden 
rühren bei RT, anschließend 
autoklavieren 
RNase Zap® Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Reverse 
Transkription 
5 x First Strand Buffer: 
250 mM Tris-HCl (pH 8,3, bei RT) 
375 mM KCl 
15 mM MgCl2 
Thermo Fisher Scientific / Life 
technologies, Carlsbad, CA, USA 
Desoxynukleotide (dNTP) Mix; 10 mM Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Dithiothreitol (DTT) 0,1 M Thermo Fisher Scientific / Life 
technologies, Carlsbad, CA, USA 
Moloney murine leukemia virus Thermo Fisher Scientific / Life 
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(M-MLV) Reverse Transcriptase; 
200 I.E./µl 
technologies, Carlsbad, CA, USA 
Random Hexamers (Random primers); 
50µM in 10 mM Tris-HCl; pH 8,3 
Thermo Fisher Scientific / Life 
technologies, Carlsbad, CA, USA 
RT-PCR TaqMan® Gene Expression Master Mix 
Katalognr.: 4369016, LOT: 
BLEIWIJK,NL 
Thermo Fisher Scientific / Life 
technologies, Carlsbad, CA, USA 




Master Mix Primer Design Ltd, Southamptonm UK 
 
Tabelle 20: Primer – PCR 
TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems / Life technologies, Carlsbad, CA, USA) 
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_marketing/documents/generaldocuments//cms_
085696.pdf 
Gen  Assay ID, LOT 
β-Aktin (Referenzgen) 4352340E, Rat  ACTB Endogenous Control 
(VIC/MGB Probe, Primer Limited) 
ICAM-1 Rn00564227_m1 
NF-IL6 Rn00824635_s1, LOT: P110928-004 C07 
IκBα Rn01473658_g1, LOT: P141120-002 H03 
SOCS3 Rn00585674_s1, LOT: 1074580 
IL-1β Rn00580432_m1 
IL-6 Rn01410330_m1, LOT: 1024193 
IL-10 Rn99999012_m1, LOT: 892867 
IL-17 Rn01757168, LOT: P110428-002 P09 
TNFα Rn99999017_m1, LOT: 1342460 
Neutrophilen Elastase (Elane) Rn01535456_g1, LOT: P130327-006 A10 
CD168 Rn01495634, LOT: 1058227 
CXCL1 Rn00578225_m1, LOT: 728675 
COX2 Rn00568225_m1 
mPGES1 Rn00572047ml, LOT; 1305227 
 
Tabelle 21: Primer für den Test der Referenzgene - PCR 
Double-dye (Hydrolysis) probe geNorm 6 gene kit, ge-DD-6, Primer Design Ltd, Southamptonm UK 




β-Aktin  ge-DD-6, 24025 
UBC  ge-DD-6, 25908 
18S  ge-DD-6, 25908 
Canx  ge-DD-6, JN110253 
B2M  ge-DD-6, 25908 
 
4.3 RNA Extraktion 
Vor Beginn des Prozederes wurden zunächst sämtliche Flächen und 
Gebrauchsgegenstände mit 70 % Ethanol und RNase ZAP® gereinigt, um eine 
Kontamination mit RNasen, welche zu einem Abbau der RNA führen, zu verhindern. 
Aus demselben Grund wurde DEPC-Wasser bzw. autoklaviertes Wasser verwendet. 
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Für die Probengewinnung und -lagerung siehe Kapitel I 3.1. Es wurde zum einen RNA 
aus dem Cortex und angrenzendem Hippocampus, zum anderen aus dem 
Hypothalamus gewonnen. Das Material stammte von den Tieren, die zuvor für die 
Immunhistologie verwendet wurden. Die Gruppengröße betrug somit ebenfalls n = 5 
Tiere. 
Bei der RNA-Extraktion erfolgte zunächst eine mechanische Zerkleinerung der Proben 
mit Hilfe von Ultraschall. Zusätzlich führte die Zugabe von Trizol zur Zerstörung der 
Zellintegrität, Inaktivierung endogener RNasen und dem Aufschluss von 
Nukleoproteinkomplexen. Durch den folgenden Zentrifugationsschritt und die 
Gewinnung des entstehenden Überstandes wurden Stoffe mit hohem 
Molekulargewicht, Polysaccharide und Fette abgetrennt. Anschließend wurden 
denaturierte Proteine und DNA durch Chloroform gelöst und bei der folgenden 
Zentrifugation in der unteren organischen Phase abgeschieden, während sich die RNA 
in der oberen wässrigen Phase sammelte. Nach Gewinnung des RNA-haltigen 
Überstands erfolgte eine Ausfällung der RNA durch Isopropanol. Dies ermöglichte 
nach erneuter Zentrifugation die Bildung eines RNA-Pellets. Danach wurden 
Isopropanol- und Ethanolreste durch die folgenden Wasch- und Trocknungsschritte 
entfernt und das RNA-Pellet in DEPC-Wasser gelöst [333]. Anschließend erfolgte eine 
photometrische Bestimmung der Konzentration und des Reinheitsgrades der 
gewonnenen RNA. Dafür wurde zunächst die optische Dichte (OD) der RNA-Lösung 
bei 260 nm Wellenlänge bestimmt. Dabei entspricht eine OD260 von 1 (bei pH 7) einer 
Konzentration von 40 µg RNA/ml. Daraus folgt, dass die RNA-Konzentration wie 
folgt berechnet werden kann: 
 
RNA-Konzentration der Messlösung [µg/ml] = OD260 × 40 µg/ml 
RNA-Konzentration der Probe [µg/ml] = OD260 × 40 µg/ml × Verdünnung 
 
Für die nachfolgende reverse Transkription wurden die Proben mittels DEPC-Wasser 
auf eine RNA-Konzentration von 250 ng/µl standardisiert.  
Zur Überprüfung des Reinheitsgrads wurde zusätzlich die OD280  gemessen und die 
Ratio zwischen OD260 und OD280 bestimmt. Dabei entsprechen Werte von 1,9-2,1 
reiner RNA während Werte < 1,6 Verunreinigungen mit Proteinen oder Phenolen 
anzeigen. 
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Tabelle 22: Protokoll – RNA Extraktion 
Schritt Durchführung / Reagenz Temp. Dauer 
Homogenisierung Zugabe von 1000 µl Trizol (Proben > 50 
mg), Homogenisierung mittels Sonicater 
(Amplitude 40 %) 
4 °C 15 sek. 
Reinigung des 
Ultraschallkopfes 
Spülen mit Ethanol 70 %,  DEPC H2O  Je ca. 5 sek. 
Zentrifugation 1200 rpm 4 °C 10 min 
Gewinnung des 
Überstand 1 
Überstand in neues Reaktionsgefäß (1,5 ml) 
überführen 
4 °C  
Trennung von 
Nucleoproteinen 
Stehen lassen RT 5 min 
Zugabe von Chloroform 200 µl Chloroform pro 1000 µl Trizol, 
kräftig schütteln 
4 °C 15 sek. schütteln 
Separation Stehen lassen RT 3 min 
Zentrifugation 1200 rpm 4 °C 20 min 
Gewinnung des 
Überstand 2 
Klare Phase in ein Reaktionsgefäß mit 500 µl 
(pro 1000 µl Trizol) Isopropanol pipettieren  
4 °C  
mischen vortexen  10 sek. 
Ausfällen  -20 °C Über Nacht 
Zentrifugation 1500 rpm 4 °C 15 min 
Pellet waschen Überstand verwerfen, 1 ml Ethanol 70 % 
dazugeben 
4 °C  
mischen Vortexen bis das Pellet aufschwimmt   
Zentrifugation 1500 rpm 4 °C 10 min 
Pellet waschen Überstand verwerfen, 1 ml Ethanol 100 % 
dazugeben 
4 °C  
mischen vortexen bis das Pellet aufschwimmt   
zenrifugieren 1500 rpm 4 °C 10 min 
trocknen Überstand verwerfen  20-25 min 




Je nach Konzentration 1:50 bis 1:80 in 
autoklaviertem Wasser  
  
Konzentrationsmessung  Messung bei 260 und 280 nm, Quarzküvette   
Einstellen auf 
Endkonzentration 
250 ng/ml in DEPC-Wasser   
4.4 Reverse Transkription  
Im Anschluss an die RNA-Extraktion wurde zur Gewinnung von cDNA eine reverse 
Transkription durchgeführt. Dabei wurde die mRNA durch eine RNA-abhängige DNA 
Polymerase (reverse Transkriptase) unter Anlagerung von Desoxynukleotiden (dNTP)  
in eine doppelsträngige cDNA umgeschrieben. Als Primer dienten zufällige Hexamere 
(random Hexamer). Folgende Blanks wurden zum Ausschluss möglicher 
Kontaminationen der Lösungen mitgeführt:  
Blank 1: Mix 1 + DEPC-Wasser statt der RNA-Lösung  
Blank 2: Mix 2 + DEPC-Wasser statt Mix 1 und RNA-Lösung  
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Tabelle 23: Protokoll – reverse Transkription 
Schritt Durchführung / Reagenz Temperatur Dauer 
Herstellung Mix 1 Pro Reaktionsgefäß: 
5 µl DEPC-Wasser 
1 µl Random Hexamer 
1 µl dNTPs 
4 µl RNA-Lösung (250 ng/ml) 
4 °C  
Denaturierung: Aufspaltung von 
Sekundärstrukturen 
Real-Time-Cycler 65 °C 10 min 
Herstellung Mix 2 Pro Reaktionsgefäß: 
4 µl 5 x First Strand Buffer 
2 µl autoklaviertes Wasser 
2 µl DTT 
1µl M-MLV Reverse Transcriptase 
4 °C  
cDNA Synthese Real-Time-Cycler 37 °C 60 min 
Inaktivierung der reversen 
Transkriptase 
Real-Time-Cycler 90 °C 5 min 
abkühlen  4 °C  
Verdünnen 1:10 in autoklaviertem Wasser 4 °C  
Lagerung cDNA (-20 °C) / Backup (-50 °C)  -20 °C / -50 °C  
 
4.5 Arbeitsprotokoll –PCR 
Die Durchführung der quantitativen real-time PCR erfolgte nach dem unten genannten 
Protokoll. Für alle Proben wurde eine Doppelbestimmung durchgeführt. Um mögliche 
Kontaminationen der eingesetzten Reagenzien mit RNA oder DNA auszuschließen 
wurden folgende Blanks verwendet: 
PCR-Mix + Blank 1 (siehe oben) 
PCR-Mix + Blank 2 (siehe oben) 
PCR-Mix + autoklaviertes Wasser statt der cDNA = Blank 3 
  
Tabelle 24: Protokoll - PCR 
Schritt Durchführung / Reagenz Temperatur Dauer 
Herstellung PCR-Mix Pro Reaktionsgefäß: 
3,5 µl autoklaviertes Wasser 
5 µl Master Mix 
0,5 µl Primer 
4 °C  





50 °C 2 min 
Denaturierung 95 °C 10 min 
Denaturierung 95 °C 15 sek. 35 – 44 
Zyklen Annealing, Elongation 60 °C 1 min 
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4.6 Bestimmung des Referenzgens 
Für die spätere Auswertung wurde eine endogene Kontrolle, welche auch als 
Referenzgen bezeichnet wird, benötigt. Referenzgene werden idealerweise konstant 
exprimiert und unterliegen keinen internen oder externen regulatorischen Einflüssen. 
Dies ermöglicht die Normalisierung der zu untersuchenden Gene über das 
Referenzgen. Das heißt Unterschiede der Proben durch variierende Effektivität der 
RNA-Extraktion oder Menge des eingesetzten Templates werden eliminiert, da sie in 
gleichem Maße das Referenzgen und das Zielgen betreffen [218]. 
Um unter den vorliegenden Versuchsbedingungen das stabilste Referenzgen zu 
ermitteln, wurde eine quantitative real-time PCR mit 6 möglichen Referenzgenen 
durchgeführt (siehe Tabelle 21). Es wurden 3 Tiere pro Gruppe getestet. Anschließend 
wurde mittels zweier unabhängiger Auswertungsprogramme (DataAssist™, 
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4.7 Auswertung 
In der vorliegenden Arbeit erfolgte die relative Quantifizierung anhand der 
ΔΔCT-Methode. Dabei wird die relative Expressionsänderung des Zielgens zum 
Referenzgen und einer Referenzprobe der Kontrollgruppe (Kalibrator) ermittelt [301, 
374]. 
Dafür wurde zunächst eine Schwelle („Threshold“) festgesetzt, an der das 
Amplifikationssignal signifikant über der Hintergrundfluoreszenz („Baseline“) lag; 
dies sollte in der exponenziellen Phase der Reaktionskinetik der Fall sein. Daraus 
konnte der CT-Wert („cycle threshold“ / „threshold cycle“), der angibt ab welchem 
Zyklus der Threshold erstmals erreicht wurde, bestimmt werden. Daraufhin wurde aus 
der Differenz der Zielgen- und Referenzgenexpression der ΔCT-Wert bestimmt: 
 
ΔCT Referenzgen = CT Zielgen - CT Referenzgen 
 
Zusätzlich wurde die Differenz zwischen der Zielgenexpression aller Proben und der 
Kalibratorprobe ermittelt. Als Kalibratorprobe diente hierbei eine Probe der 
Kontrollgruppe mit möglichst basaler Expression des Zielgens. 
 
ΔCT Kalibrator = CT Zielgen - CT Kalibrator 
 
Daraus konnte nun der ΔΔCT-Wert bestimmt werden: 
 
ΔΔCT = ΔCT Referenzgen - ΔCT Kalibrator 
 
Zur Berechnung der relativen Quantität der Expression des Zielgens als Vielfaches der 
Expression der Referenzprobe wurde folgende Formel verwendet: 
 
Relative Quantität = 2- ΔΔCT 
 
Eine wichtige Voraussetzung für diese Methode ist eine hohe Effizienz der PCR und 
eine möglichst gleiche Effektivität zwischen den zu vergleichenden Genen.  
Für die verwendeten TaqMan® Gene Expression Assays wurde vom Hersteller eine 
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5 ELISA 
5.1 Grundlage der Methode 
Bei den verwendeten Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISA) handelte es 
sich um Sandwich-ELISAs. Hierbei wird die Platte zunächst mit einem für das 
nachzuweisende Antigen spezifischer Antikörper („Capture Antikörper“) beschichtet. 
Während der Inkubation der Probe bindet das Antigen an diesen Antikörper. 
Anschließend bindet ein zweiter, mit einem Detektionssystem gekoppelter Antikörper 
(„Detection Antikörper“) an den Antigen-Antikörperkomplex. Capture Antikörper und  
Detection Antikörper sollten dabei gegen unterschiedliche Epitope des Antigens 
gerichtet sein. Nach Zugabe des Substrats wird dieses durch das Detektionssystem 
enzymatisch umgesetzt und erzeugt einen Farbumschlag, welcher schließlich zur 
photometrischen Quantifizierung genutzt werden kann [150, 311, 514].  
5.2 Materialien für die ELISAs 
Tabelle 25:  Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien – ELISA 
Bezeichnung Hersteller 
Rat IL-10 ELISA Kit BD Bioscience, San Diego, CAS, USA,  
Refnr.: 555134 
Rat IL-6 ELISA Kit BD Bioscience, San Diego, CA, USA,  
Refnr.: 550319 
Rat TNF ELISA Kit BD Bioscience, San Diego, CA, USA,  
Refnr.: 560479 
EZRL-83K / Rat Leptin ELISA Merck KgaA  Millipore, Darmstadt  
Refnr.: EZRL-83K 
96 Well Platten: Nunc-Immuno™ polystyrene 
Maxisorp ELISA flat bottom plates  
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA, 
Refnr.: 442404 
Multichannel Pipette Eppendorf AG, Hamburg 
ELISA-Reader – iEMS Reader MF MTX Laborsystems Inc.; Vienna VA, USA 
 
Tabelle 26: Substanzen und Chemikalien - ELISA 
Bezeichnung Hersteller / Zusammensetzung 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck, Darmstadt 
Natriumcarbonat (Na2CO3) Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid (NaCl) Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Merck, Darmstadt 
Kaliumchlorid (KCl) Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Coating Buffer IL-6: 0,1M Natriumcarbonat 7,13g NaHCO3 + 1,59g Na2CO3 auf 1 Liter Aqua 
bidest, pH 9,5 
Assay Diluent IL-6 und IL-10 : PBS + 10 % 
FKS 
80 g NaCl + 11,6 g Na2HPO4 + 2 g KH2PO4 + 2 g 
KCl auf 10 l Aqua bidest, pH 7,0 
+ 10 % Fetales Kälber Serum (FKS) 
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Fetales Kälberserum (FKS) HyClone™ Fetal Bovine Serum (U.S.) Standard, 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 
Waschpuffer : PBS + 0,05 % Tween-20 80 g NaCl + 11,6 g Na2HPO4 + 2 g KH2PO4 + 2 g 
KCl auf 10 l Aqua bidest, pH 7,0 
+ 0,05 % Tween-20 
Tween-20 Appli Chem, Darmstadt 
Substrat Solution (Tetramethylbenzidin (TMD) 
und Wasserstoffperoxid) 
BD Pharmingen™ TMB Substrate Reagent Set 
Refnr.: 555214 
Stop Solution: 2N H2SO4 Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
Coating Puffer IL-10: Natriumphosphat 12,49 g Na2HPO4 + 15,47 g NaH2PO4 auf 1 l Aqua 
bidest, pH 6,5 
5.3 Arbeitsprotokoll 
Die ELISAs wurden nach Herstellerangaben durchgeführt.  
Tabelle 27: Protokoll – ELISA: IL-6 
Schritt Durchführung / Reagenz Dauer Temp. 
Coaten 100 µl Coating Puffer + Capture Ak /Well 4 °C Über Nacht 
Waschen 5 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Blocken 200 µl Assay Diluent / Well 1 h RT 
Waschen 5 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Inkubation I 100 µl Probe bzw. Standard / Well 2 h RT 
Waschen 5 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Inkubation II 100 µl Detection Ak / Well 1 h RT 
Waschen 5 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Inkubation III 100 µl Enzym Reagent / Well 30 min RT 
waschen 7 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Inkubation IV 100 µl Substrat Solution / Well 30 min RT, dunkel 
Stoppen 50 µl Stop Solution / Well   
Auslesen Bei 450 nm (und 570nm) innerhalb von 30 min  
 
Tabelle 28: Protokoll – ELISA: IL-10 
Schritt Durchführung / Reagenz Dauer Temp. 
Coaten 100 µl Coating Puffer + Capture Ak /Well 4 °C Über Nacht 
Waschen 3 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Blocken 200 µl Assay Diluent / Well 1 h RT 
Waschen 3 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Inkubation I 100 µl Probe bzw. Standard / Well 2 h RT 
Waschen 5 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Inkubation II 100 µl Working Detector / Well 1 h RT 
Waschen 7 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Inkubation III 100 µl Substrat Solution / Well 30 min RT, dunkel 
Stoppen 50 µl Stop Solution / Well   
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Tabelle 29: Protokoll – ELISA: TNFα 
Schritt Durchführung / Reagenz Dauer Temp 
 50 µl ELISA Diluent /Well   
Inkubation I 100 µl Probe bzw. Standard / Well 5 Sek. schwenken 
2 h 
RT 
Waschen 3 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Inkubation II 100 µl Detection Ak / Well 1 h RT 
Waschen 5 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Inkubation III 100 µl Enzyme working reagent / Well 30 min RT 
Waschen 7 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Inkubation IV 100 µl TMB One Step Substrate / Well 30 min, dunkel RT 
Stoppen 50 µl Stop Solution / Well   
Auslesen Bei 450 nm (und 570nm) Innerhalb von 30 min  
 
Tabelle 30: Protokoll – ELISA: Leptin 
Schritt Durchführung / Reagenz Dauer  Temp. 
Waschen 3 x 300 µl Waschpuffer / Well   
blocken 30 µl Assay Puffer in die Background Well, 
Standard Wells und QC1, QC2  
  
40 µl Assay Puffer in alle Probenwells   
10 µl Matrix Solution in die die Background 
Well, Standard Wells und QC1, QC2 
  
Inkubation I 10 µl Assay Diluent zu den Background Wells 2 h RT 
10 µl von jedem Standard 
10 µl von je QC1 und QC2 
10 µl Probe in jedes Well 
Antiserum Solution und Reagent mischen und 
50µl in jedes Well, Schüttler 
Waschen 3 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Inkubation II 100 µl Detection Ak / Well, Schüttler 1 h RT 
Waschen 3 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Inkubation III 100 µl Enzym Solution / Well, Schüttler 30 min RT 
Waschen 6 x 300 µl Waschpuffer / Well   
Inkubation IV 100 µl Substrat Solution / Well, Schüttler 5 bis 20 min, bis zum 
blauen Farbumschlag 
RT 
Stoppen 100 µl Stop Solution / Well Gelber Farbumschlag  
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5.4 Auswertung 
In jedem Versuch lief eine Standardreihe mit Proben definierter aufsteigender 
Antigenkonzentration mit. Nach der photometrischen Quantifizierung wurde die 
Standardreihe dazu genutzt eine Standardkurve zu ermitteln. Aus dieser konnte die 
Konzentration der Proben mittels GraphPad Prism® bestimmt werden. Für den IL-6, 
TNFα und IL-10 ELISA betrug die Gruppengröße für die Kontrollgruppe n = 8 und für 
alle weiteren Gruppen n = 13. Bei der Analyse von Leptin wurden n = 5 Tiere der 
Kontrollgruppe und n = 8 Tiere aller weiteren Gruppen verwendet. Die Analysen 
wurden in Doppelbestimmung durchgeführt und es wurde jeweils ein Blank 
mitgeführt, der anstelle der Probe Assay Diluent enthielt. Qualitätskontrollen zwischen 
den Platten wiesen eine Abweichung von unter 10 % auf. Die Detektionslimits lagen 
für IL-6 bei 78 pg/ml, für IL-10 bei 15,6 pg/ml, für TNFα bei 31,3 pg/ml und für 
Leptin bei 0,2 ng/ml. 
 
Tabelle 31: Verdünnung der Proben für die ELISAs 
Mediator Kontrolle LPS LPS+VGX LPS+VGX+VNS 
TNFα unverdünnt 1:2 /1:8 1:8 1:2 
IL-6 1:10 1:250 / 1:500 1:250 1:250 
IL-10 1:10 1:100 1:100 1:100 
Leptin unverdünnt unverdünnt unverdünnt unverdünnt 
 
6 Statistik 
Die Auswertung der Methoden ist in den jeweiligen Kapiteln beschrieben und lieferte  
die Mittelwerte und den Standardfehler für die einzelen Versuchgsruppen. Der 
statistische Vergleich der Gruppen erfolgte mit Hilfe des Programms StatView© (SAS 
Institute Inc., USA) durch eine „One-way ANOVA“ („Analysis of variance“) und 
einen Fisher’s post-hoc Test. Um Ausreißer zu entfernen wurden außerdem Werte, 
welche mehr als den 1,5-fachen Interquartilsabstand (IQR) unter dem 25 %-Perzentil 
oder mehr als den 1,5-fachen IQR über dem 75 %-Perzentil lagen als Ausreißer 
betrachtet und nicht bei der statistischen Auswertung berücksichtigt. Das 
Signifikanzniveau wurde auf p ≤ 0,05 gesetzt.  
Die graphische Darstellung der Daten erfolgte mittels GraphPad Prism® (GraphPad 
Software Inc., USA).  
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III. Ergebnisse 
1 Einflüsse einer VGX und VGX+VNS auf klinische und 
 neurophysiologische Parameter während einer LPS induzierten 
 systemischen Entzündung  
Im ersten Teilprojekt dieser Arbeit, dem Tiermodell einer LPS induzierten 
systemischen Inflammation, wurden die Auswirkungen von LPS, LPS+VGX und 
LPS+VGX+VNS auf die evozierte Flussantwort als Indikator der zerebralen 
Mikrozirkulation und die SEP Amplituden und Latenzen als Indikator der 
Gehirnfunktion untersucht. Des Weiteren wurden verschiedene Parameter 
dokumentiert, die den klinischen Zustand der Tiere widerspiegelten.  
1.1 Neurophysiologische Parameter  
Durch die langsame Applikation von LPS konnte ein anaphylaktischer Schock 
verhindert werden, sodass keines der Versuchstiere durch die LPS Injektion verstarb. 
Zu Beginn des Versuchs, vor LPS Applikation, wurden weder bei den 
neurophysiologischen Parameter noch bei den klinischen Parameter signifikante 
Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen festgestellt. 
LPS bewirkte jedoch alleine, sowie verbunden mit einer zusätzlichen Vagotomie eine 
Reduktion der evozierten Flussantwort („Evoked Flow Velocity Response“ (EFVR)), 
die durch eine zusätzliche Vagusnervstimulation verhindert werden konnte. Somit 
zeigte die LPS+VGX+VNS Gruppe am Ende des Versuchs (4,5 Stunden) eine 
signifikant stabilere evozierte Flussantwort als die anderen beiden LPS-behandelten 
Gruppen.  
Auch die SEPs als Indikator der Gehirnfunktion wiesen nach LPS eine ausgeprägte 
Verringerung der Amplituden auf, die jedoch nach zusätzlicher Vagusnervstimulation 
weniger deutlich ausfiel als in der LPS und LPS+VGX Gruppe. Im Vergleich zu 
diesen beiden Gruppen zeigte die LPS+VGX+VNS Gruppe somit am Ende des 
Versuchs signifikant höhere SEP Amplituden.  
Die Latenzen hingegen wiesen nach LPS Applikation eine leichte Verlängerung auf, 
die sich jedoch zwischen den drei LPS Gruppen nicht signifikant unterschieden. 
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Die Werte für diese Parameter einschließlich der Signifikanzniveaus sind in Tabelle 32 
aufgeführt und in Abbildung 26 graphisch dargestellt. 
 
 EFVR [ %] SEP [µV] Latenz [ms] 
 Beginn Ende Beginn Ende Beginn Ende 
Kontrolle 24 ± 6 20 ± 7 11 ± 5 10 ± 6 11,2 ± 0,9 11,9 ± 1,0 
LPS 29 ± 11 10 ± 10** 10 ± 4 4 ± 2*** 11,6 ± 1,0 13,0 ± 1,4* 
LPS+VGX 30 ± 9 12 ± 14* 9 ± 4 4 ± 3*** 11,6 ± 0,9 13,0 ± 1,4* 
LPS+VGX+VNS 24 ± 9 19 ± 9#$ 12 ± 5 7 ± 5*#$ 11,5 ± 1,0 13,1 ± 1,4* 
 
Tabelle 32: Durchschnittliche Werte für die EFVR, die SEPs und die Latenzen als Mittelwerte ± 
Standardabweichung. LPS führte zu einer Verringerung der evozierten Flussantwort und SEP 
Amplituden in der LPS und LPS+VGX Gruppe. Dies konnte durch eine Vagusnervstimulation 
verhindert bzw. abgeschwächt werden. Auch die Latenzen zeigten eine LPS bedingte Verlängerung, 
die sich jedoch zwischen den LPS Gruppen nicht signifikant unterschied.  
Beginn =  vor LPS Applikation, Ende = 4,5 h nach LPS Applikation, LPS = Lipopolysaccharid, 
VGX = bilaterale Vagotomie, VNS = Vagusnervstimulation, EFVR = evoked flow velocity response, 
SEP = somatosensorisch evoziertes Potential.  
Verglichen wurden jeweils die verschiedenen Gruppen untereinander: * = verglichen mit Kontrolle 
(* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01; *** = p ≤ 0,001), # = verglichen mit LPS (# = p ≤ 0,05), $ = verglichen 
mit LPS+VGX ($ = p ≤ 0,05).  
 
1.2 Klinische Parameter 
Die durch mehrere Maßnahmen konstant gehaltenen Parameter 
Körperinnentemperatur, Blutglukosespiegel sowie der Sauerstoff- und 
Kohlenstoffdioxidpartialdruck unterschieden sich weder vor LPS Applikation 
(Beginn) noch 4,5 Stunden nach LPS Applikation (Ende) zwischen den einzelnen 
Versuchsgruppen. Sie blieben außerdem über den Versuchszeitraum nahezu konstant. 
Die Ergebnisse für diese Parameter sind in  
Tabelle 33 aufgeführt. 
 
 Temperatur [ °C] Glukose [mg/dl] pO2 [mmHG] pCO2 [mmHG] 
 Beginn Ende Beginn Ende Beginn Ende Beginn Ende 
Kontrolle 37,3 ± 0,3 37,2 ± 0,4 82 ± 27 71 ± 13 252 ± 26 223 ± 16 35 ± 4 35 ± 2 
LPS 37,4 ± 0,2 37,4 ± 0,2 84 ± 26 72 ± 18 239 ± 16 214 ± 17 37 ± 3 36 ± 3 
LPS+VGX 37,3 ± 0,1 37,4 ± 0,1 98 ± 20 75 ± 17 249 ± 17 223 ± 14 38 ± 4 34 ± 2 
LPS+VGX+
VNS 




Tabelle 33: Durchschnittliche Werte von Temperatur, Glukose, pO2 und pCO2 als Mittelwerte ± 
Standardabweichung. Die hier aufgeführten Parameter wurden durch LPS nicht beeinflusst und 
blieben auch über den Versuchszeitraum nahezu konstant.  
Beginn =  vor LPS Applikation, Ende = 4,5 h nach LPS Applikation, LPS = Lipopolysaccharid, 
VGX = bilaterale Vagotomie, VNS = Vagusnervstimulation, pO2 = arterieller Sauerstoffpartialdruck, 
pCO2 = arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck. 
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Verglichen wurden jeweils die verschiedenen Gruppen untereinander: $ = verglichen mit LPS+VGX 
und p ≤ 0,05.  
Nach Applikation von LPS zeigten die Tiere in allen drei LPS Gruppen als Anzeichen 
eines septischen Schocks einen signifikanten Abfall des mittleren arteriellen 
Blutdrucks. Dabei zeigte sich der Blutdruck in der zusätzlich vagusnervstimulierten 
Gruppe tendenziell geringfügig stabiler als in der LPS+VGX Gruppe (p = 0,09).  
Gleichzeitig stieg die Laktatkonzentration im Blut der LPS Gruppen verglichen mit 
der Kontrollgruppe deutlich an. Dabei fiel der Anstieg der Laktatkonzentration jedoch 
nach zusätzlicher Vagusnervstimulation geringer aus, als nach alleiniger LPS 
Applikation oder zusätzlicher Vagotomie. Zusätzlich bewirkte LPS eine Azidose in 
allen septischen Gruppen. Der Hämatokrit unterschied sich zu Beginn und am Ende 
des Versuchs zwischen den einzelnen Gruppen nicht, nahm jedoch im Verlauf des 
Versuches insgesamt leicht ab. Die Ergebnisse für den Hämatokrit, den Blutdruck, die 
Laktatkonzentration und den pH-Wert, einschließlich der Signifikanzniveaus sind in 
Tabelle 34 aufgeführt. Des Weiteren sind der Blutdruck und die Laktatkonzentration in 
Abbildung 26 graphisch dargestellt. 
 
 Blutdruck [mmHG] Hämatokrit [ 
%] 
pH Laktat [mmol/l] 
 Beginn Ende Beginn Ende Beginn Ende Beginn Ende 
Kontrolle 





1,3 ± 0,7 1,0 ± 1,0 
LPS 




























Tabelle 34: Durchschnittliche Werte für den Blutdruck, den Hämatokrit, den pH-Wert und die 
Laktatkonzentration als Mittelwerte ± Standardabweichung. LPS induzierte einen starken 
Blutdruckabfall in allen septischen Gruppen. Des Weiteren führte LPS zu einem signifikanten Anstieg 
der Laktatkonzentration, der jedoch in der zusätzlich vagusnervstimulierten Gruppe geringer ausfiel 
als in der LPS und LPS+VGX Gruppe. Zusätzlich zeigten alle septischen Gruppen eine ausgeprägte 
Azidose. Der Hämatokrit unterschied sich zwischen den Gruppen nicht, nahm jedoch im Verlauf des 
Versuches leicht ab. 
Beginn =  vor LPS Applikation, Ende = 4,5 h nach LPS Applikation, LPS = Lipopolysaccharid, 
VGX = bilaterale Vagotomie, VNS = Vagusnervstimulation. 
Verglichen wurden jeweils die verschiedenen Gruppen untereinander: * = verglichen mit Kontrolle 
(* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01; *** = p ≤ 0,001), # = verglichen mit LPS (# = p ≤ 0,05), $ = verglichen 
mit LPS + VGX ($ = p ≤ 0,05). 
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Abbildung 26: Mittelwerte für die evozierte Flussantwort (A, B), die SEP Amplituden (B, C), 
den mittleren arteriellen Blutdruck (D, E) und die Laktatkonzentration (F, G) jeweils vor (A, C, 
E, G) und 4,5 Stunden nach LPS Applikation (B, D, F, H). Die Werte sind angegeben als 
Mittelwerte und SEM. LPS induzierte eine Reduktion der evozierten Flussantwort, eine Abnahme 
der SEP Amplituden, einen Abfall des Blutdrucks und einen Anstieg der Laktatkonzentration. 
Allerdings konnte eine zusätzliche Vagusnervstimulation die evozierte Flussantwort und SEP 
Amplituden stabilisieren und den Anstieg der Laktatkonzentration verringern. 
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, EFVR = evoked flow velocity response, SEP = somatosensorisch 
evoziertes Potential. 
* = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001); # = verglichen wie 
angegeben (# = p ≤ 0,05). 
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2 Einflüsse einer VGX und einer VGX+VNS auf Faktoren des 
 humoralen und zellulären Signalwegs während einer LPS 
 induzierten systemischen Entzündung 
Der zweite Teil der Arbeit beleuchtet nun die Frage, durch welche Mechanismen die 
oben genannten Effekte der Vagusnervstimulation vermittelt werden könnten. Dafür 
wurden Zielparameter aus der Peripherie, dem Hypothalamus und dem Cortex 
untersucht. Dabei handelt es sich zum einen um Faktoren des humoralen Signalwegs 
wie Zytokine, aber auch um Transkriptionsfaktoren und deren Zielgen, zum anderen 
um Mediatoren des zellulären Signalwegs wie Immunzellen und Faktoren, welche für 
die Migration und Adhäsion von Immunzellen von Bedeutung sind. 
 
2.1 Peripherie 
Zunächst wurde als Marker der peripheren Entzündungsreaktion die 
Plasmakonzentration verschiedener inflammatorischer Zytokine bestimmt. 
2.1.1 Zytokine 
LPS bewirkte einen Anstieg der TNFα, IL-6 und IL-10 Plasmakonzentrationen. Eine 
zusätzliche Vagusnervstimulation führte jedoch zu einer signifikanten Reduktion des 
LPS bedingten Anstiegs der TNFα und IL-6 Plasmakonzentration verglichen mit der 
LPS Gruppe. Die LPS+VGX+VNS Gruppe zeigte außerdem eine Tendenz zu einem 
verminderten TNFα (p = 0,06) und IL-6 (p = 0,10) Anstieg verglichen mit der 
LPS+VGX Gruppe.  
Die IL-10 Plasmakonzentration zeigte sich in der zusätzlich vagotomierten Gruppe im 
Vergleich mit der reinen LPS Gruppe und der zusätzlich vagusnervstimulierten 
Gruppe signifikant erhöht. Zwischen der LPS und der LPS+VGX+VNS Gruppe 
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine zusätzliche Vagusnervstimulation 
zu einem verminderten LPS bedingten Anstieg der TNFα und IL-6 
Plasmakonzentration verglichen mit der LPS Gruppe führte. Außerdem bewirkte LPS 
in der zusätzlich vagotomierten Gruppe eine erhöhte IL-10 Plasmakonzentration 
verglichen mit der LPS und LPS+VGX+VNS Gruppe. 
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Abbildung 27: Plasmakonzentration von TNFα, IL-6 und IL-10; 4,5 Stunden nach LPS 
Applikation. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte und SEM. LPS bewirkte einen Anstieg der 
TNFα, IL-6 und IL-10 Plasmakonzentration. Eine zusätzliche Vagusnervstimulation führte jedoch zu 
einem verminderten LPS bedingten Anstieg der TNFα und IL-6 Plasmakonzentration verglichen mit 
der LPS Gruppe und tendenziell auch verglichen mit der LPS+VGX Gruppe. Die IL-10 
Plasmakonzentration war in der zusätzlich vagotomierten Gruppe im Vergleich mit der LPS und 
LPS+VGX+VNS Gruppe signifikant erhöht.  
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, IL = Interleukin, TNF = Tumornekrosefaktor. 
* = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001), # = verglichen wie 
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2.2 Hypothalamus 
Als nächstes wurde untersucht, ob sich die in der Peripherie beobachteten 
Unterschiede in der Induktion inflammatorischer Mediatoren auch im ZNS 
widerspiegelten. Dabei erfolgte zunächst die Untersuchung des Hypothalamus, der den 
überwiegenden Teil der CVOs beinhaltet. CVOs besitzen eine unvollständige BBB 
und sind deshalb wichtig für die Kommunikation zwischen der Peripherie und dem 
ZNS (siehe Kapitel I 2.1.1und 2.1.2). 
2.2.1 Zytokine  
Mittels PCR wurde die mRNA Expression der proinflammatorischen Zytokine TNFα, 
IL-1β, IL-6, IL-17 und des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 im Hypothalamus 
untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 28 graphisch 
dargestellt. 
LPS induzierte nach 4,5 Stunden einen signifikanten Anstieg der Expression aller 
untersuchten Zytokine im Hypothalamus. TNFα und IL-1β zeigten dabei jedoch keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen septischen Gruppen. Dahingegen 
bewirkte die zusätzliche Vagusnervstimulation eine deutlich verminderte Induktion der 
IL-6 und IL-10 mRNA verglichen mit der LPS Gruppe. Bei IL-6 zeigte sich zusätzlich 
eine Tendenz zu einer verringerten IL-6 Expression der zusätzlich 
vagusnervstimulierten Gruppe verglichen mit der zusätzlich vagotomierten Gruppe 
(p = 0,06). IL-17 zeigte insgesamt eine sehr geringe Expression, wobei alle Proben der 
Kontrollgruppe unterhalb der Nachweisgrenze lagen. Auch wenn sich die Expression 
der septischen Gruppen nicht unterschied, so gab es doch Unterschiede in der Anzahl 
der detektierbaren Proben. So konnte in der LPS und LPS+VGX Gruppe in 4 von 5 
Proben IL-17 detektiert werden, während IL-17 nach einer zusätzlichen 
Vagusnervstimulation nur in 3 von 5 Proben detektierbar war.  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine zusätzliche Vagusnervstimulation 
zu einer verminderten LPS bedingten Induktion der IL-6 und IL-10 mRNA Expression 
im Hypothalamus führte, währen die TNFα, IL-1β und IL-17 Expression unbeeinflusst 
blieb. 
Ergebnisse 
 - 88 -   
 
Abbildung 28: Relative Expression von TNFα (A), IL-1β (B), IL-6 (C), IL-17 (D) und IL-10 (E) 
im Hypothalamus. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte und SEM. LPS induzierte einen 
Anstieg der mRNA Expression von TNFα, IL-1β, IL-6, IL-17 und IL-10 im Hypothalamus; 4,5 
Stunden nach LPS Applikation. Bei TNFα und IL-1β zeigten sich keine Unterschiede zwischen den 
septischen Gruppen, während eine zusätzliche Vagusnervstimulation zu einer verminderten Induktion 
der IL-6 und IL-10 Expression führte. IL-17 zeigte insgesamt eine sehr geringe Expression. Auch 
wenn sich die IL-17 Expression der septischen Gruppen nicht unterschied, so gab es doch 
Unterschiede in der Anzahl der detektierbaren Proben. 
Ko = Kontrolle, LPS = Lipopolysaccharid, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, rel. = relative, TNF = Tumornekrosefaktor, IL = Interleukin, 
CT = cycle threshold 
* = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001), # = verglichen wie 
angegeben (# = p ≤ 0,05; ## = p ≤ 0,005; ### = p ≤ 0,001) 
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2.2.2 Transkriptionsfaktoren  
Um die inflammatorische Aktivierung von Zellen des Hypothalamus zu analysieren, 
wurde die mRNA Expression der Transkriptionsfaktoren bzw. ihrer Inhibitoren IκBα, 
SOCS3 und NF-IL6 untersucht. 
Alle untersuchten Transkriptionsfaktoren zeigten 4,5 Stunden nach LPS Applikation 
einen Anstieg ihrer Expression im Hypothalamus. Während für IκBα keine 
Unterschiede zwischen den septischen Gruppen nachweisbar waren, bewirkte eine 
zusätzliche Vagusnervstimulation eine verminderte LPS bedingte Induktion der 
SOCS3 Expression verglichen mit der LPS Gruppe. Außerdem bewirkte die 
zusätzliche Vagusnervstimulation eine verminderte Induktion der NF-IL6 Expression 
sowohl verglichen mit der LPS als auch der LPS+VGX Gruppe. 
Um zu untersuchen, ob diese Veränderungen der hypothalamischen NF-IL6 
Expression auch mit einer Änderung der NF-IL6 Menge auf Proteinebene im Gewebe 
einhergeht, wurde außerdem eine immunhistochemische Untersuchung von NF-IL6 im 
SFO und angrenzendem Plexus choroideus durchgeführt. Dabei konnte in den 
Kontrolltieren keine NF-IL6 Immunreaktivität nachgewiesen werden, während LPS in 
der LPS und LPS+VGX Gruppe starke nukleäre NF-IL6 Signale induzierte. Auch in 
der LPS+VGX+VNS Gruppe waren nukleäre NF-IL6 Signale nachweisbar, allerdings 
war hier der prozentuale Anteil NF-IL6 positiver Nuklei signifikant geringer, als in der 
LPS und LPS+VGX Gruppe. Somit konnten die Ergebnisse der NF-IL6 PCR 
untermauert werden. Interessanter Weise konnten in der immunhistologischen 
Untersuchung der septischen Gruppen auch NF-IL6 positive NG detektiert werden. 
Ihre Anzahl konnte jedoch nicht näher quantifiziert werden. 
Die Ergebnisse der PCR Untersuchungen von IκBα, SOCS3 und NF-IL6, sowie die 
Quantifizierung der NF-IL6 positiven Nuklei sind in Abbildung 29 graphisch 
dargestellt. Des Weiteren zeigt die Abbildung 30 die Ergebnisse der 
immunhistologischen Untersuchung von NF-IL6 im SFO und angrenzendem Plexus 
choroideus. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine zusätzliche Vagusnervstimulation 
zu einer verminderten LPS bedingten Induktion der SOCS3 und NF-IL6 mRNA 
Expression verglichen mit der LPS bzw. der LPS und LPS+VGX Gruppe im 
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Hypothalamus führte. Dies konnte für NF-IL6 auch in einer immunhistologischen 
Untersuchung des SFO und angrenzenden Plexus choroideus bestätigt werden. 
 
 
Abbildung 29: Relative Expression von IκBα (A), SOCS3 (B) und NF-IL6 (C) nachgewiesen 
mittels PCR und der prozentuale Anteil NF-IL6 positiver Nuklei (D) nachgewiesen mittels 
Immunfluoreszenz; 4,5 Stunden nach LPS Applikation. Die Werte sind angegeben als 
Mittelwerte und SEM. LPS bewirkte einen Anstieg der mRNA Expression von IκBα, SOCS3 und 
NF-IL6 im Hypothalamus, sowie eine Induktion der nukleären NF-IL6 Immunreaktivität im SFO und 
angrenzendem Plexus choroideus. Während die septischen Gruppen keine Unterschiede in der IκBα 
Expression aufwiesen, führte eine zusätzliche Vagusnervstimulation zu einer verminderten Induktion 
der SOCS3 Expression. Für NF-IL6 konnte sowohl mittels PCR als auch mittels Immunhistochemie 
ebenfalls eine Verringerung der NF-IL6 Expression verglichen zur LPS und LPS+VGX Gruppe 
nachgewiesen werden. 
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, rel. = relative, IκBα = Inhibitor of κBα, SOCS = suppressor of cytokine 
signalling, NF-IL6 = nuclear factor IL-6. 
* = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001), # = verglichen wie 
angegeben (# = p ≤ 0,05; ## = p ≤ 0,005; ### = p ≤ 0,001). 
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Abbildung 30: Immunhistologische Darstellung der nukleären NF-IL6 Immunreaktivität im 
SFO und angrenzendem Plexus choroideus; 4,5 Stunden nach LPS Applikation. Während in den 
Kontrolltieren (A2) keine NF-IL6 Immunreaktivität detektierbar war, induzierte LPS starke nukleäre 
NF-IL6 Signale in den septischen Gruppen. Dabei war der prozentuale Anteil NF-IL6 positiver Zellen 
in der LPS+VGX+VNS (A5) Gruppe signifikant geringer als in der LPS (A3) und LPS+VGX (A4) 
Gruppe. Die Bilder B2 und B3 zeigen Detailaufnahmen der nukleären NF-IL6 Immunreaktivität (B2), 
die in allen septischen Gruppen zu beobachten war und sich lediglich in der Quantität unterschied und 
eines NF-IL6 positiven neutrophilen Granulozyten (B3). Zellkerne sind mittels DAPI in blau 
dargestellt, NF-IL6 in rot und der Neutrophilenmarker Myeloperoxidase in grün. Der Größenmarker in 
Bild A2 entspricht 25 µm und gilt für die Bilder A2 – A5, die Größenmarker in Bild B2 und B3 
entsprechen jeweils 10 µm. 
Ko = Kontrolle, LPS = Lipopolysaccharid, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, SFO = Organum subfornicale. 
 
2.2.3 Zielgene 
Als wichtige Faktoren für die Regulation der zerebralen Mikrozirkulation, und  
repräsentative Zielgene der untersuchten Transkriptionsfaktoren, wurde die Expression 
von COX2 und mPGES, mittels PCR untersucht.  
Dabei induzierte LPS nach 4,5 Stunden einen Anstieg der COX2 und mPGES 
Expression im Hypothalamus. Während die zusätzliche Vagusnervstimulation bei 
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COX2 zu einer verminderten Induktion der Expression verglichen mit der zusätzlich 
vagotomierten Gruppe führte, zeigte die mPGES Expression keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den septischen Gruppen. Die Ergebnisse für die COX2 und 
mPGES Expression sind in Abbildung 31 graphisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 31: Relative Expression von COX2 (A) und mPGES (B) im Hypothalamus; 4,5 
Stunden nach LPS Applikation. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte und SEM. LPS 
induzierte einen Anstieg der COX2 und mPGES Expression, der bei COX2 durch eine zusätzliche 
Vagusnervstimulation vermindert wurde, während für mPGES keine Unterschiede zwischen den 
septischen Gruppen nachweisbar waren. 
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, rel. = relative, COX = Cyclooxygenase, mPGES = mikrosomale 
Prostaglandin E Synthase. * = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; 
*** = p ≤ 0,001), # = verglichen wie angegeben (# = p ≤ 0,05; ## = p ≤ 0,005; ### = p ≤ 0,001) 
 
2.2.4 Lymphozyten und Mikroglia 
Um neben den Faktoren des humoralen auch die des zellulären Signalwegs zu 
untersuchen, wurde zum einen die Anzahl von T-Lymphozyten im SFO und 
benachbartem Plexus choroideus mittels Immunhistologie untersucht und zum anderen 
die mRNA Expression von CD68, als Marker für mikrogliale Aktivierung mittels PCR 
analysiert (siehe Abbildung 32).  
Insgesamt war die Anzahl von T-Lymphozyten im SFO und angrenzendem Plexus 
choroideus gering. LPS induzierte einen leichten Anstieg der T-Lymphozyten Anzahl, 
wobei sich zwischen den septischen Gruppen keine signifikanten Unterschiede zeigten 
(LPS verglichen mit LPS+VGX+VNS: p = 0,13). Die analysierte Fläche betrug jeweils 
etwa 0,5 mm2. 
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Die Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung der Anzahl an 
T-Lymphozyten im SFO und angrenzendem Plexus choroideus sind in Abbildung 33 
dargestellt. 
LPS führte ebenfalls zu einem Anstieg der CD68 Expression im Hypothalamus, wobei 
jedoch keine Unterschiede zwischen den septischen Gruppen auftraten. Die zusätzlich 
vagotomierte Gruppe zeigte jedoch eine Tendenz zu einer geringfügig verminderten 
LPS bedingten Induktion der CD68 Expression (p = 0,09). Die Quantifizierung der 
immunhistologischen Untersuchung der T-Lymphozyten Anzahl im SFO und 
angrenzendem Plexus choroideus und der Expression der CD68 mRNA im 
Hypothalamus sind in Abbildung 32 graphisch dargestellt. 
Zusammenfassend konnten keine signifikanten Einflüsse einer Manipulation des 
N. vagus auf die Anzahl der T-Lymphozyten im SFO und angrenzendem Plexus 




Abbildung 32: Anzahl von T-Lymphozyten im SFO und angrenzendem Plexus choroideus (A), 
nachgewiesen mittels Immunhistologie und die relative Expression von CD68 (B) im 
Hypothalamus, nachgewiesen mittels PCR; 4,5 Stunden nach LPS Applikation. Die Werte sind 
angegeben als Mittelwerte und SEM. LPS bewirkte einen leichten Anstieg der T-Lymphozyten 
Anzahl im SFO und angrenzendem Plexus choroideus sowie der CD68 Expression im Hypothalamus, 
wobei jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den septischen Gruppen auftraten.  
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, rel. = relative. * = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; 
** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001) 
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Abbildung 33: Immunhistologischer Nachweis von T-Lymphozyten (braun) im SFO und 
angrenzendem Plexus choroideus (A2 – A5) und Detailaufnahmen von T-Lymphozyten (B2, B3); 
4,5 Stunden nach LPS Applikation. Mittels der immunhistologischen Untersuchung konnte eine 
geringe Anzahl von T-Lymphozyten im SFO und angrenzendem Plexus choroideus nachgewiesen 
werden (A2), die nach LPS Applikation anstieg (A3 – A5). Dabei erreichten die Unterschiede 
zwischen den septischen Gruppen jedoch keine Signifikanz. Die Detailaufnahmen zeigen typische 
Bilder von T-Lymphozyten, wie sie in allen Gruppen zu beobachten waren.  
Der Größenmarker in Bild A2 entspricht 200 µm und gilt für die Bilder A2 – A5 und die 
Größenmarker in den Bildern B2 und B3 entsprechen jeweils 25 µm. 
Ko = Kontrolle, LPS = Lipopolysaccharid, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, SFO = Organum subfornicale.  
 
2.2.5 Faktoren mit Bedeutung für die Adhäsion und Migration von 
 Immunzellen 
Um nicht nur die Anzahl von Immunzellen zu bestimmen, sondern auch Mechanismen 
für ihre Migration zu untersuchen, wurden das Adhäsionsmolekül ICAM-1 und das 
Chemokin CXCL1 analysiert. 
LPS induzierte nach 4,5 Stunden einen Anstieg der CXCL1 Expression im 
Hypothalamus in allen septischen Gruppen. Eine zusätzliche Vagusnervstimulation 
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führte jedoch zu einer signifikant geringeren Induktion der CXCL1 Expression als in 
der LPS Gruppe. Auch verglichen mit der LPS+VGX Gruppe zeigte sich eine Tendenz 
zu einem verminderten LPS bedingten Anstieg der CXCL1 Expression durch eine 
zusätzliche Vagusnervstimulation (p = 0,08). Zusätzlich zeigte jedoch auch die 
vagotomierte Gruppe eine leichte Tendenz zu einer geringeren CXCL1 Expression 
verglichen mit der reinen LPS Gruppe (p = 0,10). 
Die ICAM-1 Expression wurde ebenfalls durch LPS vermehrt induziert. Hier zeigte 
wiederum die LPS+VGX+VNS Gruppe einen deutlich geringeren Anstieg der 
ICAM-1 Expression als die beiden anderen septischen Gruppen. Um zu überprüfen, ob 
sich diese Änderung der mRNA Expression auch in der ICAM-1 Menge auf 
Proteinebene im Gewebe widerspiegelt, wurde zusätzlich eine immunhistologische 
Untersuchung des SFO und des angrenzenden Plexus choroideus durchgeführt. 
Hierbei zeigte sich eine deutliche ICAM-1 Immunreaktivität in allen untersuchten 
Gruppen, unabhängig von der LPS Applikation. Besonders ausgeprägt war diese im 
Bereich des Plexus choroideus zu beobachten, aber auch im SFO waren deutliche 
ICAM-1 Signale sichtbar. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen 
den Versuchsgruppen. Somit konnte die immunhistologische Untersuchung die 
Ergebnisse der PCR nicht bestätigen. 
Die Quantifizierung der relativen CXCL1 und ICAM-1 Expression, sowie der 
prozentuale Anteil von ICAM-1 Signalen an der Gesamtfläche der Schnitte sind in 
Abbildung 34 graphisch dargestellt. Des Weiteren zeigt die Abbildung 35 die 
Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung von ICAM-1 im SFO und 
angrenzendem Plexus choroideus. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine zusätzlich Vagusnervstimulation 
zu einem verminderten LPS bedingten Anstieg der CXCL1 und ICAM-1 Expression 
im Hypothalamus verglichen mit der LPS bzw. LPS und LPS+VGX Gruppe führte. In 
der immunhistologischen Untersuchung des SFO und angrenzenden Plexus 
choroideus, zeigte sich jedoch eine starke ICAM-1 Immunreaktivität in allen 
untersuchten Gruppen, auch der Kontrollgruppe. Es ergaben sich dabei keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. 
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Abbildung 34: Relative Expression von CXCL1 (A) und ICAM-1 (B) im Hypothalamus, 
nachgewiesen mittels PCR und der Anteil der ICAM-1 Immunreaktivität (C) an der 
Gesamtfläche des Schnitts im SFO und angrenzenden Plexus choroideus; 4,5 Stunden nach LPS 
Applikation. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte und SEM. LPS induzierte einen Anstieg 
der mRNA Expression von CXCL1 und ICAM-1, wobei eine zusätzliche Vagusnervstimulation zu 
einem geringeren Anstieg der CXCL1 Expression verglichen mit der LPS Gruppe und einem 
geringeren Anstieg der ICAM-1 Expression verglichen mit der LPS und LPS+VGX Gruppe führte. In 
der immunhistologischen Untersuchung zeigte sich unabhängig von der LPS Applikation eine 
deutliche ICAM-1 Immunreaktivität vor allem im Plexus choroideus aber auch im SFO. Hierbei 
ergaben sich keine Signifikanzen zwischen den Versuchsgruppen. 
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, rel. = relative, ICAM = „intercellular adhesion molecule“. 
* = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001), # = verglichen wie 
angegeben (# = p ≤ 0,05; ## = p ≤ 0,005; ### = p ≤ 0,001). 
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Abbildung 35: Immunhistologischer Nachweis von ICAM-1 (A2 – A5) im SFO und 
angrenzendem Plexus choroideus; 4,5 Stunden nach LPS Applikation. In der immunhistologischen 
Untersuchung zeigte sich unabhängig von der LPS Applikation eine deutliche ICAM-1 
Immunreaktivität vor allem im Plexus choroideus aber auch im SFO. Hierbei ergaben sich keine 
Signifikanzen zwischen den Versuchsgruppen. ICAM-1 ist weiß dargestellt auf schwarzem Grund. 
Der Größenmarker in Bild A2 entspricht 100 µm und gilt für die Bilder A2 – A5. 
Ko = Kontrolle, LPS = Lipopolysaccharid, VGX = bilaterale Vagotomie, VNS = 
Vagusnervstimulation, ICAM = „intercellular adhesion molecule“, SFO = Organum subfornicale.  
 
2.2.6 Neutrophile Granulozyten 
Als weitere Immunzellpopulation wurden außerdem NG untersucht. Dabei wurde 
einerseits die mRNA Expression von ELANE („Elastase, neutrophil expressed“), 
einem Gen, das in NG für das Enzym Elastase codiert im Hypothalamus mittels PCR 
analysiert und andererseits die Anzahl NG im SFO und angrenzendem Plexus 
choroideus mittels einer immunhistologischen Untersuchung bestimmt. Von Interesse 
war außerdem eine potenzielle Kolokalisation der Immunreaktivität von NG und 
ICAM-1.  
Die mRNA Expression von ELANE war insgesamt niedrig. In der Kontrollgruppe lag 
eine Probe unterhalb der Nachweisgrenze, in den septischen Gruppen waren alle 
Proben detektierbar. Es konnte demnach die Rekrutierung von NG hiermit 
nachgewiesen werden. Es ergaben sich aber keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den Gruppen, auch wenn die zusätzlich vagotomierte Gruppe tendenziell 
eine Erhöhung der ELANE Expression verglichen mit der Kontrollgruppe zeigte 
(p = 0,09).  
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In der immunhistologischen Untersuchung zeigte sich ein deutlicher LPS bedingter 
Anstieg der Anzahl NG im SFO und angrenzendem Plexus choroideus. Dabei fiel die 
Erhöhung der Anzahl NG in der zusätzlich vagotomierten Gruppe tendenziell geringer 
aus als in den anderen septischen Gruppen (p = 0,10). Es ergaben sich jedoch keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den septischen Gruppen. Die NG waren häufig in 
großen Gefäßen des SFO und im Bereich des Plexus choroideus lokalisiert (siehe 
Abbildung 37, B2 und B3). Aufgrund der sehr starken ICAM-1 Expression zeigten 
nahezu alle NG eine Kolokalisation mit ICAM-1 in dieser Region. 
Die ELANE Expression im Hypothalamus und die Anzahl NG im SFO und 
angrenzendem Plexus choroideus ist in Abbildung 36 graphisch dargestellt. Des 
Weiteren zeigt die Abbildung 37 die Ergebnisse der immunhistologischen 
Untersuchung.  
Zusammenfassend konnten keine signifikanten Einflüsse einer Manipulation des 
N. vagus auf die ELANE Expression im Hypothalamus und die Anzahl NG im SFO 
und angrenzendem Plexus choroideus nach LPS Applikation nachgewiesen werden. 
 
 
Abbildung 36: Relative Expression von ELANE (A), nachgewiesen mittels PCR im 
Hypothalamus und die Anzahl an NG (B) im SFO und angrenzendem Plexus choroideus 
nachgewiesen mittels Immunfluoreszens; 4,5 Stunden nach LPS Applikation. Die Werte sind 
angegeben als Mittelwerte und SEM. Die mRNA Expression von ELANE war insgesamt niedrig 
und es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die zusätzlich 
vagotomierte Gruppe zeigte jedoch eine Tendenz zu einer leicht erhöhten ELANE Expression 
(p = 0,09) verglichen mit der Kontrollgruppe. In der immunhistologischen Untersuchung induzierte 
LPS eine Erhöhung der Anzahl NG. Hier führte die zusätzliche Vagotomie tendenziell zu einer 
geringeren Erhöhung der Anzahl NG (p = 0,10). Die Unterschiede zwischen den septischen Gruppen 
erreichten jedoch keine Signifikanz. 
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, rel. = relative, NG = neutrophile Granulozyten, SFO = Organum 
subfornicale, ChP = Plexus choroideus, 4/5 = 4 von 5 Proben waren nachweisbar. 
* = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001). 
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Abbildung 37: Immunhistologischer Nachweis von NG im SFO und angrenzendem Plexus 
choroideus (A2 – A5) und Detailaufnahmen NG im SFO und angrenzendem Plexus choroideus 
(B2, B3); 4,5 Stunden nach LPS Applikation. LPS induzierte eine Zunahme NG, die in der 
zusätzlich vagotomierten Gruppe tendenziell leicht verringert war (p = 0,1). Die Bilder B2 und B3 
zeigen Detailaufnahmen von NG, die zumeist in größeren Gefäßen des SFO (B2) oder im Bereich des 
Plexus choroideus (B3) lokalisiert waren. Aufgrund der sehr starken ICAM-1 Expression zeigten 
nahezu alle NG eine Kolokalisation mit ICAM-1 in dieser Region. Die Detailaufnahmen sind 
repräsentativ für alle septischen Gruppen. Der Neutrophilenmarker Myeloperoxidase ist in grün 
dargestellt, ICAM-1 in rot und die Zellkerne mittels DAPI in blau. Der Größenmarker in Bild A2 
entspricht 200 µm und gilt für die Bilder A2 – A5 und die Größenmarker in den Bildern B2 und B3 
entsprechen 50 µm und 25 µm 
Ko = Kontrolle, LPS = Lipopolysaccharid, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, NG = neutrophile Granulozyten, SFO = Organum subfornicale, ICAM 
= „intercellular adhesion molecule“. 
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2.3 Cortex 
Der Cortex ist in der vorliegenden Arbeit von besonderer Bedeutung, da bei den 
neurophysiologischen Messungen, Prozesse im somatosensorischen Cortex erfasst 
wurden. Hierbei konnten positive Einflüsse einer zusätzlichen Vagusnervstimulation  
unter septischen Bedingungen beobachtet werden. Deshalb sollte eine weitere 
Untersuchung dieser Region die hierbei wirkenden Mechanismen näher beleuchten. 
Eine zusätzliche Besonderheit des Cortex ist dabei die Trennung von der Peripherie 
durch die BBB, wodurch sich Unterschiede in der Reaktion auf eine Inflammation 
ergeben können. 
2.3.1 Zytokine  
Wie im Hypothalamus auch, wurde im Cortex die mRNA Expression von TNFα, 
IL-1β, IL-6, IL-17 und IL-10 mittels PCR bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 
38 graphisch dargestellt. 
Dabei zeigten alle untersuchten Zytokine eine LPS bedingte Induktion ihrer 
Expression. Bei der TNFα Expression erreichten die Unterschiede zwischen den 
septische Gruppen keine Signifikanz, eine zusätzliche Vagotomie führte jedoch zu 
einem tendenziell niedrigeren Anstieg der mRNA Expression verglichen mit der LPS 
Gruppe (p = 0,07). Anders war dies jedoch bei der IL-1β Expression. Hier bewirkte die 
zusätzliche Vagotomie eine signifikante Verringerung der LPS bedingten Induktion 
der IL-1β Expression verglichen mit der LPS Gruppe. Auch eine zusätzliche 
Vagusnervstimulation zeigte eine Tendenz zu einer Verringerung des Anstiegs der 
IL-1β mRNA Expression (p = 0,07) verglichen mit der LPS Gruppe.  
Ähnlich wie im Hypothalamus führte eine zusätzliche Vagusnervstimulation zu einer 
signifikant geringeren Induktion der IL-6 Expression verglichen mit der LPS und der 
LPS+VGX Gruppe. Die zusätzlich vagotomierte Gruppe zeigte ebenfalls eine leichte 
Tendenz zu einem verringerten Anstieg der IL-6 Expression verglichen mit der LPS 
Gruppe (p = 0,07). 
Die IL-17 Expression im Cortex ähnelte ebenfalls der im Hypothalamus. Sie zeigte 
eine insgesamt geringe mRNA Expression, wobei alle Proben der Kontrollgruppe 
unterhalb der Nachweisgrenze lagen. LPS führte zu einem Anstieg der IL-17 
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Expression, die sich jedoch zwischen den septischen Gruppen nicht signifikant 
unterschied. Dennoch zeigten sich unterschiede in der Anzahl der detektierbaren 
Proben. Während in der LPS und LPS+VGX Gruppe 4 von 5 Proben detektiert werden 
konnten, waren es in der zusätzlich vagusnervstimulierten Gruppe nur 3 von 5 Proben. 
Die IL-10 Expression war ebenfalls sehr gering. Auch hier konnte IL-10 in keiner 
Kontrollprobe detektiert werden. LPS bedingte wiederum eine Induktion der IL-10 
Expression, diese unterschied sich jedoch zwischen den septischen Gruppen nicht. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine zusätzliche Vagotomie zu einer 
signifikant verminderten LPS bedingten Induktion der IL-1β Expression führte, 
während sich bei einer zusätzlichen Vagusnervstimulation hier nur eine Tendenz 
zeigte (p = 0,07). Die Vagusnervstimulation führte jedoch ähnlich wie im 
Hypothalamus zu einem signifikant geringeren Anstieg der IL-6 Expression verglichen 
mit der LPS und LPS+VGX Gruppe. 
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Abbildung 38: Relative Expression von TNFα (A), IL-1β (B), IL-6 (C), IL-17 (D) und IL-10 (E) 
im Cortex; 4,5 Stunden nach LPS Applikation. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte und 
SEM. Alle untersuchten Zytokine zeigten einen LPS induzierten Anstieg ihrer Expression. Die TNFα, 
IL-17 und IL-10 Expression unterschied sich in den septischen Gruppen nicht. Dahingegen bewirkte 
eine zusätzliche Vagotomie eine Verminderung der IL-1β Expression. Ähnlich wie im Cortex führte 
eine zusätzliche Vagusnervstimulation zu einem verminderten LPS bedingten Anstieg der IL-6 
Expression verglichen mit der LPS und LPS+VGX Gruppe.  
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, rel. = relative, IL = Interleukin, TNF = Tumornekrosefaktor. 
* = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001), # = verglichen wie 
angegeben (# = p ≤ 0,05; ## = p ≤ 0,005; ### = p ≤ 0,001). 
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2.3.2 Transkriptionsfaktoren  
Um die genomische Aktivierung im Cortex zu analysieren, wurden die 
Transkriptionsfaktoren bzw. ihre Inhibitoren IκBα, SOCS3 und NF-IL6 mittels PCR 
untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 39 graphisch dargestellt.  
Interessanterweise verhielten sich alle drei untersuchten Transkriptionsfaktoren im 
Cortex sehr ähnlich. LPS induzierten einen Anstieg der Expression von IκBα, SOCS3 
und NF-IL6. Eine zusätzliche Vagotomie führte zu einer sehr starken Reduktion des 
LPS bedingten Anstiegs der Expression dieser Transkriptionsfaktoren, die allerdings 
nicht signifikant von einer zusätzlichen Vagusnervstimulation beeinflusst wurde. 
Außerdem wurde zusätzlich eine immunhistologische Untersuchung von NF-IL6 im 
Cortex durchgeführt, um zu analysieren, ob sich dabei die Änderungen der mRNA 
Expression bestätigen ließen. Allerdings konnte in keiner der untersuchten Gruppen 
eine signifikante NF-IL6 Immunreaktivität im Cortex nachgewiesen werden. Die 
Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchung von NF-IL6 im Cortex sind in 
Abbildung 40 dargestellt. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine zusätzliche Vagotomie eine 
signifikante Verminderung der LPS bedingten Induktion der IκBα, SOCS3 und 
NF-IL6 Expression im Cortex bewirkte, die durch eine zusätzliche 
Vagusnervstimulation jedoch nicht weiter beeinflusst wurde. Immunhistologisch 
konnte keine signifikante nukleäre NF-IL6 Immunreaktivität im Cortex nachgewiesen 
werden (lediglich vereinzelt sehr wenige endotheliale Signale). 
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Abbildung 39: Relative Expression von IκBα (A), SOCS3 (B) und NF-IL6 (C) im Cortex; 4,5 
Stunden nach LPS Applikation. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte und 
Standardabweichung. Auffälliger Weise zeigten die drei untersuchten Transkriptionsfaktoren im 
Cortex ein sehr ähnliches Verhalten. LPS induzierte einen Anstieg der Expression von IκBα, SOCS3 
und NF-IL6 und eine zusätzliche Vagotomie führte zu einer sehr starken Reduktion des LPS bedingten 
Anstiegs der Expression dieser Transkriptionsfaktoren, die durch eine zusätzliche 
Vagusnervstimulation nicht weiter beeinflusst wurde. 
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, rel. = relative, IκBα = inhibitor of κBα, SOCS = suppressor of cytokine 
signalling, NF-IL6 = nuclear factor IL-6. 
* = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001), # = verglichen wie 
angegeben (# = p ≤ 0,05; ## = p ≤ 0,005; ### = p ≤ 0,001). 
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Abbildung 40: Im Cortex (A2 – A5) konnte 4,5 Stunden nach LPS Applikation fast keine 
nukleäre NF-IL6 Immunreaktivität nachgewiesen werden. NF-IL6 wurde rot angefärbt und 
Zellkerne mittels DAPI blau. Der Größenmarker in Bild A2 entspricht 50 µm und gilt für die Bilder 
A2 – A5.  
Ko = Kontrolle, LPS = Lipopolysaccharid, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, NF-IL6 = nuclear factor IL-6.  
 
2.3.3 Zielgene  
Auch im Cortex wurde die COX2 und mPGES Expression mittels PCR untersucht, da 
diese beiden Enzyme wichtige Faktoren für die Regulation der zerebralen 
Mikrozirkulation und Zielgene der oben untersuchten Transkriptionsfaktoren 
darstellen. Die Ergebnisse der COX2 und mPGES PCR sind in Abbildung 41 
graphisch dargestellt. 
Bei beiden Zielgenen bewirkte LPS einen Anstieg ihrer Expression. Bei COX2 führte 
jedoch eine zusätzliche Vagotomie unabhängig von einer zusätzlichen 
Vagusnervstimulation zu einer verminderten LPS bedingten Induktion der COX2 
Expression. Die mPGES hingegen zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen 
den drei septischen Gruppen. Eine zusätzliche Vagotomie führte hier jedoch 
tendenziell zu einer geringfügig verminderten Induktion der mPGES Expression 
(p = 0,07).  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine zusätzliche Vagotomie 
unabhängig von einer zusätzlichen Vagusnervstimulation zu einer Reduktion der LPS 
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bedingten Induktion der COX2 Expression im Cortex führte, während sich keine 
Auswirkungen auf die mPGES zeigten. 
 
 
Abbildung 41: Relative Expression von COX2 (A) und mPGES (B) im Cortex; 4,5 Stunden nach 
LPS Applikation. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte und SEM. LPS bewirkte einen 
Anstieg der COX2 und mPGES Expression. Während eine zusätzliche Vagotomie unabhängig von 
einer zusätzlichen Vagusnervstimulation zu einer verminderten Induktion der COX2 Expression 
führte, zeigten sich für die mPGES Expression keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
septischen Gruppen.  
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, rel. = relative, COX = Cyclooxygenase, mPGES = mikrosomale 
Prostaglandin E Synthase. * = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; 
*** = p ≤ 0,001), # = verglichen wie angegeben (# = p ≤ 0,05; ## = p ≤ 0,005; ### = p ≤ 0,001) 
 
2.3.4 T-Lymphozyten und Mikroglia  
In den Cortexbereichen, welche für die Auswertung der NG und NF-IL6 
Immunreaktivität verwendet wurden, fanden sich nahezu keine T-Lymphozyten. 
Deshalb erfolgte die Zählung der T-Lymphozyten im Cortex im Bereich des 
Interhemisphärenspalts auf einer Fläche von etwa 1 mm2. Auch dort fanden sich nur 
wenige T-Lymphozyten, ihre Anzahl wurde durch LPS jedoch erhöht und unterschied 
sich zwischen den septischen Gruppen nicht signifikant.  
Die CD68 Expression zeigte sich in der LPS und LPS+VGX+VNS Gruppe im 
Vergleich zu den Kontrollen erhöht. In der zusätzlich vagotomierten Gruppe zeigte 
sich allerdings nur eine leichte Tendenz zu einer LPS bedingten Erhöhung der CD68 
Expression (p = 0,13). In dieser Gruppe zeigte sich außerdem eine signifikant 
geringere CD68 Expression als in der reinen LPS Gruppe. Die zusätzlich 
vagusnervstimulierte Gruppe zeigte ebenfalls eine Tendenz zu einem verminderten 
LPS bedingten Anstieg der CD68 Expression (p = 0,09).  
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Die Anzahl der T-Lymphozyten und die relative Expression von CD68 sind in 
Abbildung 42 graphisch dargestellt. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Manipulation des N. vagus keine 
signifikanten Einflüsse auf die Anzahl der T-Lymphozyten nach LPS Applikation im 
Cortex bewirkte. Bei der CD68 Expression führte eine zusätzliche Vagotomie zu 
einem verminderten LPS bedingten Anstieg der Expression und eine zusätzliche 
Vagusnervstimulation zeigte eine ähnliche Tendenz (p = 0,09). 
 
 
Abbildung 42: Anzahl von T-Lymphozyten (A) im Interhemisphärenspalt des Cortex, 
nachgewiesen mittels Immunhistologie und die relative CD68 Expression (B) im Cortex, 
nachgewiesen mittels PCR; 4,5 Stunden nach LPS Applikation. Die Werte sind angegeben als 
Mittelwerte und SEM. Die Anzahl von T-Lymphozyten im Cortex war insgesamt niedrig. LPS 
bewirkte eine Erhöhung der Anzahl an T-Lymphozyten, die sich jedoch zwischen den septischen 
Gruppen nicht signifikant unterschied. Die CD68 Expression war in der LPS und LPS+VGX+VNS 
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöht, während die zusätzlich vagotomierte Gruppe hier nur 
eine Tendenz zeigte (p = 0,13). Des Weiteren bewirkte die zusätzliche Vagotomie eine signifikant 
niedrigere CD68 Expression als in der reine LPS Gruppe. Die zusätzlich vagusnervstimulierte Gruppe 
zeigte hier eine ähnliche Tendenz (p = 0,09).  
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, rel. = relative. * = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; 
** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001), # = verglichen wie angegeben (# = p ≤ 0,05; ## = p ≤ 0,005; 
### = p ≤ 0,001) 
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Abbildung 43: Immunhistologischer Nachweis von T-Lymphozyten (braun) (A2 – A5) im 
Interhemisphärenspalt des Cortex; 4,5 Stunden nach LPS Applikation. Die Anzahl von 
T-Lymphozyten im Cortex war insgesamt niedrig. LPS bewirkte eine Erhöhung der T-Lymphozyten 
Anzahl, die sich jedoch zwischen den septischen Gruppen nicht signifikant unterschied. 
Der Größenmarker in Bild A2 entspricht 200 µm und ist repräsentativ für die Bilder A2 – A5. 
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation. 
 
2.3.5 Faktoren mit Bedeutung für die Adhäsion und Migration von 
 Immunzellen  
Wie im Hypothalamus wurde auch im Cortex das Chemokin CXCL1 und das 
Adhäsionsmolekül ICAM-1 untersucht.  
LPS bewirkte einen Anstieg sowohl der CXCL1 als auch der ICAM-1 Expression. 
Außerdem zeigten beide Mediatoren eine verminderte LPS bedingte Induktion ihrer 
Expression sowohl nach einer zusätzlichen Vagotomie als auch nach einer 
zusätzlichen Vagusnervstimulation.  
Um zu überprüfen, ob sich diese Unterschiede in der mRNA Expression auch in der 
ICAM-1 Menge im Gewebe zeigten, wurde zusätzlich eine immunhistologische 
Untersuchung von ICAM-1 im Cortex durchgeführt. Dabei zeigte sich ebenfalls eine 
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LPS bedingte Induktion der ICAM-1 Immunreaktivität, allerdings konnten keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den septischen Gruppen festgestellt werden. 
Lediglich die zusätzlich vagusnervstimulierte Gruppe zeigte eine Tendenz zu einem 
geringfügig verminderten LPS bedingten Anstieg der ICAM-1 Immunreaktivität 
(p = 0,09). Somit spiegelten sich die Veränderungen der mRNA Expression in der 
Immunhistologie nicht wieder. 
Die Ergebnisse der CXCL1 und ICAM-1 Expression, sowie der Anteil der ICAM-1 
Immunreaktivität an der Gesamtfläche des Schnitts sind in Abbildung 44 graphisch 
dargestellt. In Abbildung 45 sind zusätzlich die Ergebnisse der immunhistologischen 
Untersuchung dargestellt. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine zusätzliche Vagotomie 
unabhängig von einer zusätzlichen Vagusnervstimulation zu einer Verminderung des 
LPS bedingten Anstiegs der CXCL1 und ICAM-1 Expression führte. Im Gegensatz zu 
den PCR Ergebnissen konnte immunhistologisch jedoch lediglich ein LPS bedingter 
Anstieg der ICAM-1 Immunreaktivität festegestellt werden, wobei Unterschiede 
zwischen den septischen Gruppen keine Signifikanz erreichten. 
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Abbildung 44: Relative Expression von CXCL1 (A) und ICAM-1 (B) bestimmt mittels PCR und 
die Quantifizierung des immunhistologischen Nachweises von ICAM-1 (C) im Cortex; 4,5 
Stunden nach LPS Applikation. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte und SEM. LPS 
bewirkte eine Induktion der CXCL1 und ICAM-1 Expression, sowie der ICAM-1 Immunreaktivität. 
Während der LPS bedingte Anstieg der mRNA Expression durch eine zusätzliche Vagotomie 
unabhängig von einer zusätzlichen Vagusnervstimulation vermindert wurde, erreichten Unterschiede 
zwischen den septischen Gruppen in der immunhistologischen Untersuchung keine Signifikanz. Hier 
zeigte lediglich die zusätzlich vagusnervstimulierte Gruppe eine leichte Tendenz zu einer verringerten 
LPS bedingten Induktion der ICAM-1 Immunreaktivität (p = 0,09). 
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, rel. = relative, ICAM = „intercellular adhesion molecule“. 
* = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; *** = p ≤ 0,001), # = verglichen wie 
angegeben (# = p ≤ 0,05; ## = p ≤ 0,005; ### = p ≤ 0,001) 
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Abbildung 45: Immunhistologischer Nachweis von ICAM-1 im Cortex (A2 – A5) und 
Detailaufnahmen aus dem Cortex (B2 und B3); 4,5 Stunden nach LPS Applikation. LPS bewirkte 
eine Induktion der ICAM-1 Immunreaktivität im Cortex, wobei sich keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den septischen Gruppen ergaben. Lediglich die zusätzlich vagusnervstimulierte Gruppe 
zeigte eine leichte Tendenz zu einer verringerten LPS bedingten Induktion der ICAM-1 
Immunreaktivität (p = 0,09). Bild B2 zeigt eine Detailaufnahme eines ICAM-1 positiven Gefäßes aus 
dem Cortex, das in Bild 3 vergrößert dargestellt ist. Ähnliche Detailaufnahmen konnten in allen 
septischen Gruppen beobachtete werden. ICAM-1 ist weiß dargestellt auf schwarzem Grund. Der 
Größenmarker in Bild A2 entspricht 200 µm und ist repräsentativ für die Bilder A2 – A5 und der 
Größenmarker in Bild B2 entspricht 50 µm und der in Bild B3 25 µm.  
Ko = Kontrolle, LPS = Lipopolysaccharid, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, ICAM = „intercellular adhesion molecule“. 
 
2.3.6 Neutrophile Granulozyten  
Für die Untersuchung der NG im Cortex wurde zum einen die relative ELANE 
Expression mittels PCR bestimmt und zum anderen die Anzahl NG immunhistologisch 
ermittelt. Von besonderem Interesse war hierbei auch eine potenzielle Kolokalisation 
der Immunreaktivität von NG und ICAM-1.  
Für die ELANE Expression wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
Gruppen festgestellt. Insgesamt war die Expression jedoch relativ gering und es konnte 
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lediglich 1 der 5 Kontrollproben detektiert werden. In der LPS Gruppe hingegen waren 
alle Proben detektierbar und in der LPS+VGX und LPS+VGX+VNS Gruppe jeweils 4 
von 5 Proben.  
In der immunhistologischen Untersuchung zeigte sich ein starker Anstieg der Anzahl 
NG im Cortex in allen LPS behandelten Gruppen. Unterschiede zwischen den 
septischen Gruppen erreichten jedoch keine Signifikanz (LPS+VGX verglichen mit 
LPS+VGX+VNS: p = 0,12).  
Interessanterweise ergaben sich jedoch deutliche Unterschiede in der Kolokalisation 
NG mit ICAM-1. Dabei induzierte LPS in der LPS und LPS+VGX Gruppe einen 
signifikanten Anstieg des prozentualen Anteils mit ICAM-1 kolokalisierter NG. Die 
zusätzlich vagusnervstimulierte Gruppe zeigte hier lediglich eine leichte Tendenz zu 
einer vermehrten Kolokalisation (p = 0,12). Des Weiteren war der Anteil mit ICAM-1 
kolokalisierter NG in der LPS+VGX+VNS Gruppe im vergleich mit der reinen LPS 
und der zusätzlich vagotomierten Gruppe signifikant reduziert.  
Die Expression von ELANE, die Anzahl NG und ihre Kolokalisation mit ICAM-1 im 
Cortex sind in Abbildung 46 graphisch dargestellt. Die Abbildung 47 und die 
Abbildung 48 zeigen außerdem die Ergebnisse der immunhistologischen 
Untersuchung der NG im Cortex und ihrer Kolokalisation mit ICAM-1. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Manipulation des N. vagus keine 
signifikanten Einflüsse auf die ELANE Expression und die Anzahl NG im Cortex nach 
LPS Applikation ausübte. Interessanterweise bewirkte eine zusätzliche 
Vagusnervstimulation jedoch eine signifikante Verringerung der Kolokalisation NG 
mit ICAM-1 verglichen mit der LPS und LPS+VGX Gruppe. 
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Abbildung 46: Relative ELANE (A) Expression nachgewiesen mittels PCR, Anzahl der NG (B) 
nachgewiesen mittels Immunhistologie und der Prozentuale Anteil der NG die mit ICAM-1 
kolokalisiert (C) sind im Cortex; 4,5 Stunden nach LPS Applikation. Die Werte sind angegeben 
als Mittelwerte und SEM.  Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression von 
ELANE. Die immunhistologische Untersuchung zeigte jedoch einen starken LPS bedingten Anstieg 
NG, der sich aber zwischen den LPS behandelten Gruppen nicht signifikant unterschied. 
Interessanterweise bewirkte eine zusätzliche Vagusnervstimulation eine signifikante Reduktion der 
Kolokalisation NG mit ICAM-1 verglichen mit der LPS und LPS+VGX Gruppe. 
LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation, rel. = relative, ICAM = „intercellular adhesion molecule“, 
NG = neutrophile Granulozyten. * = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; 
*** = p ≤ 0,001), # = verglichen wie angegeben (# = p ≤ 0,05; ## = p ≤ 0,005; ### = p ≤ 0,001). 
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Abbildung 47: Nachweis von NG mittels Immunfluoreszenz im Cortex auf Höhe des SFO    
(A2 – A5) und Detailaufnahmen von NG im Cortex (B2, B3); 4,5 Stunden nach LPS Applikation. 
LPS bewirkte einen starken Anstieg der Anzahl NG im Cortex, wobei sich die septischen Gruppen 
untereinander nicht signifikant unterschieden. NG sind in den Bildern A2 – A5 als weiße Punkte 
dargestellt. Die Bilder B2 und B3 zeigen Detailaufnahmen eines NG mit einem typischen 
segmentierten Kern, dargestellt in blau und dem Neutrophilenmarker Myeloperoxidase in grün. Die 
Detailaufnahmen sind repräsentativ für alle untersuchten Gruppen. 
Der Größenmarker in Bild A2 entspricht 1000 µm und ist repräsentativ für Bild A2 – A5 und die 
Größenmarker in Bild B2 und B3 entsprechen jeweils 10 µm. 
NG = neutrophile Granulozyten, Ko = Kontrolle, LPS = Lipopolysaccharid, VGX = bilaterale 
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Abbildung 48: Immunhistologische Darstellung der Kolokalisation von NG und ICAM-1 
(A2 - A5) und Detailaufnahmen der Kolokalisation (B2 und B3) im Cortex; 4,5 Stunden nach 
LPS Applikation. In der LPS und LPS+VGX Gruppe konnte ein signifikant erhöhter Anteil NG, der 
mit ICAM-1 kolokalsiert war beobachtet werden. Die LPS+VGX+VNS Gruppe zeigte hierbei 
lediglich eine leicht Tendenz einer erhöhten Kolokalisation (p = 0,12). Interessanterweise bewirkte die 
zusätzliche Vagusnervstimulation eine signifikante Verminderung mit ICAM-1 kolokalisierter NG 
verglichen mit der LPS und LPS+VGX Gruppe. Die Bilder B2 und B3 zeigen jeweils 
Detailaufnahmen eines NG (grün), der eine Kolokalisation mit ICAM-1 (rot) zeigt. Die 
Detailaufnahmen sind repräsentativ für alle untersuchten Gruppen und unterscheiden sich hier jeweils 
nur durch ihre Quantität. 
ICAM-1 ist rot dargestellt, der Neutrophilenmarker Myeloperoxidase grün und die Zellkerne mittels 
DAPI blau. Der Größenmarker in Bild A2 entspricht 200 µm und gilt für die Bilder A2 – A5, die 
Größenmarker in Bild B2 und B3 entsprechen jeweils 25 µm. 
NG = neutrophile Granulozyten, Ko = Kontrolle, LPS = Lipopolysaccharid, VGX = bilaterale 
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2.4 Leptin 
Leptin ist neben seinen Funktionen im Metabolismus auch an der Modulation der 
Migration von NG ins Gehirn beteiligt (siehe Kapitel 1 3.1.2). Um weitere Hinweise 
auf ein verändertes Migrationsverhalten NG zu erhalten wurde deshalb die 
Plasmakonzentration von Leptin mittels ELISA bestimmt.  
LPS bewirkte einen Anstieg der Leptin Plasmakonzentration in allen septischen 
Gruppen. Eine zusätzliche Vagusnervstimulation führte jedoch zu einem signifikant 




Abbildung 49: Plasmakonzentration von Leptin; 4,5 Stunden nach LPS Applikation. Die Werte 
sind angegeben als Mittelwerte und SEM. LPS bewirkte einen Anstieg der Leptin 
Plasmakonzentration, der durch eine zusätzliche Vagusnervstimulation im Vergleich zur LPS+VGX 
Gruppe signifikant vermindert wurde. 
Ko = Kontrolle, LPS = Lipopolysaccharid, VGX = bilaterale Vagotomie, 
VNS = Vagusnervstimulation. * = verglichen mit Kontrolle (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,005; 
*** = p ≤ 0,001), # = verglichen wie angegeben (# = p ≤ 0,05; ## = p ≤ 0,005; ### = p ≤ 0,001) 
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IV. Diskussion 
1 Das Tiermodell und der Versuchsablauf 
1.1 Das Tier- und Sepsismodell 
Die in der vorliegenden Studie untersuchten Effekte einer Vagusnervstimulation auf 
die zelluläre Immunantwort im Gehirn setzen das Zusammenspiel mehrerer 
Organsysteme wie beispielsweise das Nervensystem, die Milz und das Immunsystem 
voraus. Um diese komplexen Wechselwirkungen untersuchen zu können, müssen sie 
im physiologischen Verhältnis zu einander stehen, was nur in einem Tiermodell der 
Fall ist.  
Bei der Induktion der Sepsis kann zwischen zwei Strategien unterschieden werden. Bei 
der ersten wird ein Endotoxin, vornehmlich LPS injiziert, bei der zweiten werden 
vitale Infektionserreger entweder von außen in den Körper verbracht („peritoneal 
contamination and infection“ (PCI)) oder endogen freigesetzt („cecal ligation and 
puncture“ (CLP)). Der Vorteil vitaler Krankheitserreger liegt in ihrer Heterogenität, 
die eine breit gefächerte Stimulation des Immunsystems hervorruft, während LPS das 
Immunsystem nur über TLR4 und CD14 aktiviert. Allerdings weist die CLP eine 
geringe Standardisierbarkeit auf, da zum einen die Menge austretender 
Mikroorganismen und zum anderen die Art der Mikroorganismen nicht näher 
bestimmt werden können und diese von Tier zu Tier differieren. Dies und die 
unbekannte Zeitdauer bis zur Translokation der Mikroorganismen in die Bauchhöhle 
bedingen eine hohe zeitliche Varianz bis zum Einsetzten der Sepsis Symptomatik und 
eine hohe Variabilität bezüglich der Ausprägung der Symptomatik [128]. Deshalb 
wurde in der vorliegenden Untersuchung das LPS-Modell verwendet. Es wurde bereits 
in mehreren ähnlichen Studien angewendet und erprobt [325, 404, 407] und 
ermöglicht eine hohe Standardisierung bezüglich des Zeitpunktes, der Dosis und der 
Wirkung des Endotoxins. Die so gewonnenen Ergebnisse weisen eine hohe 
Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit auf. Die zeitliche Standardisierung ist 
außerdem wichtig, da die Erfolgsaussichten einer Therapie bedeutend vom zeitlichen 
Verlauf abhänghängig sind und es deshalb wichtig ist, die Versuchsergebnisse 
bestimmten Zeitpunkten zuordnen zu können.  
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1.2 Narkose mit Chloralose und Relaxation mit Pancuronium 
Die Herausforderung bei der Narkoseführung in der vorliegenden Arbeit lag darin, 
dass die erfassten neurophysiologischen Parameter durch die Narkose möglichst nicht 
beeinflusst werden sollten. Deshalb wurde eine Narkose mittels α-Chloralose gewählt. 
α-Chloralose wird in der Literatur unter anderem als geeignetes Anästhetikum für die 
Untersuchung des regionalen zerebralen Glukosemetabolismus und des lokalen 
zerebralen Blutflusses als Reaktion auf die Stimulation der Tasthaare oder der 
Vorderpfote angesehen [68, 297, 505]. Im Gegensatz zu klassischen Anästhetika wie 
Ketamin oder Benzodiazepinen beeinträchtigt α-Chloralose die Hirnaktivität und 
Neuronenfunktion nicht und ist somit für die Erfassung der sensorischen Stimulation 
mittels SEP geeignet [505, 528]. Inhalationsnarkotika wie Isofluran hingegen sind für 
den vorliegenden Versuch ungeeignet, da sie eine NO stimulierende Wirkung 
aufweisen und deshalb die Messung der evozierten Flussantwort beeinflussen könnten 
[302]. Des Weiteren bewirkt Isofluran eine kardiovaskuläre Depression, die bei 
α-Chloralose nur geringfügig zu beobachten ist [33]. Deshalb wurde eine 
Auswaschzeit von einer Stunde nach Umstellung der Narkose von Isofluran auf 
α-Chloralose eingehalten.  
Während α-Chloralose Narkosen tritt jedoch eine gesteigerte Reflexantwort auf, die 
zur Auslösung von Krämpfen führen kann [33]. Zur Unterdrückung dieser 
Hyperexzitabilität wurde Pancuronium zur Muskelrelaxation verabreicht. 
Pancuronium wirkt ausschließlich auf die somatische Muskulatur, beugt Chloralose 
induzierten Krämpfen vor und unterdrückt die Spontanatmung, sodass eine 
maschinelle Beatmung möglich ist. Es hat jedoch keinen Einfluss auf die glatte 
Gefäßmuskulatur, sodass die Fähigkeit zur Anpassung des Gefäßtonus erhalten bleibt. 
Dies ist eine wichtige Vorraussetzung für die Messung der zerebralen evozierten 
Flussantwort. Ein Nachteil der α-Chloralose Narkose ist, dass sie schlecht 
ausschleichbar und nur mangelhaft reversibel ist [33]. Dies war für den vorliegenden 
Versuch jedoch nicht von Bedeutung, da die Tiere am Ende des Versuchs getötet 
wurden. Des Weiteren induziert α-Chloralose eine geringradige Alkalose, die sich in 
den Versuchsdaten widerspiegelt, den Versuchsverlauf jedoch nicht beeinflusste. Das 
hier angewendete Narkoseprotokoll wurde in ähnlichen Versuchsanordnungen zur 
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Messung der SEPs und neurovaskulären Kopplung bereits standardisiert und 
erfolgreich angewendet [325, 404, 407]. 
Da nach der Muskelrelaxation eine Überprüfung der Narkosetiefe durch den 
Zwischenzehenreflex nicht mehr möglich war, wurde stattdessen die 
Blutdruckreaktion auf ein schmerzhaftes Zwicken des Zwischenzehenbereichs dafür 
herangezogen. 
1.3 Parameter zur Sicherstellung der Stabilität des Versuchsprotokolls 
Eine Beeinflussung der Versuchsergebnisse durch das angewendete Protokoll oder die 
Versuchsdauer wurde nach Möglichkeit ausgeschlossen.  
So können sich beispielsweise eine Hypothermie oder eine Hypoglykämie negativ auf 
die neuronale Aktivität auswirken. Deshalb wurde zum einen eine narkosebedingte 
Hypothermie durch den beheizbaren Tisch vermieden und zum anderen wurde mit der 
Infusionslösung Glukose substituiert und durch regelmäßige Kontrollen sichergestellt, 
dass sich der Glukosespiegel im Normbereich befand. 
Alle untersuchten Tiere zeigten einen erhöhten Sauerstoffpartialdruck. Dies wurde 
durch die maschinelle Beatmung mit einem Gasgemisch aus 50 % Sauerstoff und 
50 % Stickstoff verursacht. Es wurde jedoch darauf geachtet, dass der 
Kohlenstoffdioxidpartialdruck aller Tieren im physiologischen Bereich lag, da eine 
Hypo- oder Hyperkapnie den zerebralen Blutfluss beeinflussen kann [228]. Während 
der gesamten Versuchsdauer erhielten die Tiere eine moderate Flüssigkeitszufuhr in 
Form von Ringerlösung, als Ausgleich von Flüssigkeitsverlusten durch Evaporation 










 - 120 -   
2 Auswirkungen einer VGX und VGX+VNS auf klinische und 
 neurophysiologische Parameter während einer LPS bedingten 
 Inflammation 
2.1 Kreislauf und Metabolismus 
Wie in der Literatur beschrieben, führte LPS auch in der vorliegenden Arbeit zu einem 
Abfall des Blutdrucks in allen septischen Gruppen. Eine Hypotonie, trotz adäquater 
Flüssigkeitssubstitution, ist per Definition ein wichtiges Symptom des septischen 
Schocks [24, 188, 522]. Dabei bewirken proinflammatorische Mediatoren wie 
Zytokine eine unausbalancierte Freisetzung vasoaktiver Substanzen, zu denen unter 
anderem potente Vasodilatatoren wie NO und Prostaglandine (PGE2, PGI2) gehören. 
Zusätzlich weist das Gefäßsystem eine Hyporesponsivität gegenüber vasokontraktilen 
Stimuli wie beispielsweise Katecholaminen auf, die bis zu Vasoplegie führen kann 
[508]. Dabei spielt neben NO vermutlich auch eine vermehrte Öffnung 
Adenosintriphosphat (ATP) abhängiger Kaliumkanäle und die damit verbundenen 
Hyperpolarisation der Zellmembran eine Rolle [314]. Letztendlich führen die 
Vasodilatation und die Vasoplegie zu einem Versacken des Bluts im venösen Schenkel 
und es kommt zu einer Minderperfusion von Organen und damit verbundenen 
Organschäden.  
Allerdings kommt es bereits vor dem Eintreten einer Makrozirkulationsstörung oder  
einer venösen Stase zu einer Störung der Mikrozirkulation [404]. Dies resultiert in 
einigen Organen in einem Wechsel von aerobem zu anaerobem Stoffwechsel, welcher 
mit der vermehrten Bildung von Laktat einhergeht. Zusätzlich kann eine Hemmung 
der Pyruvat Dehydrogenase durch LPS zu einem verminderten Transport von Pyruvat 
in die Mitochondrien und dadurch zu einer Anhäufung von Pyruvat im Zytoplasma 
führen, wo es zu Laktat umgewandelt wird. Außerdem tragen auch eine 
mitochondriale Dysfunktion mit Inhibition des Zitratzyklus, ein reduzierter 
Leberstoffwechsel und eine verminderte renale Ausscheidung von Laktat zu dessen 
Anstieg bei [275, 377]. Die Leber- und Nierenfunktion wiederum hängt von einer 
adäquaten Perfusion ab. Die Laktatkonzentration diente in der vorliegenden Arbeit als 
Marker für die Schwere der sepsisbedingten Kreislaufdepression und als Anhaltspunkt 
eines möglichen Therapieerfolgs durch die Vagusnervstimulation [32].  
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Wie erwartet zeigten alle septischen Gruppen eine ausgeprägte Hypotension und eine 
signifikant erhöhte Laktatkonzentration. De Song et al. (2008) konnten zeigen, dass 
eine Stimulation des efferenten Anteils des N. vagus zu einer verminderten 
Hypotension nach CLP in Ratten führte [462]. In der vorliegenden Arbeit konnte 
jedoch lediglich eine Tendenz (p = 0,09) zu einer leichten Stabilisierung des 
Blutdruckes durch eine zusätzliche Vagusnervstimulation verglichen mit der 
LPS+VGX Gruppe beobachtet werden. Dahingegen führte die zusätzliche 
Vagusnervstimulation zu einem signifikant verringerten LPS bedingten Anstieg der 
Laktatkonzentration verglichen mit der LPS und LPS+VGX Gruppe. Dies könnte 
einen Hinweis darauf geben, dass die Vagusnervstimulation durch ihre anti-
inflammatorischen Wirkungen auch in der vorliegenden Arbeit die Kreislaufsituation 
positiv beeinflusste.  
Die Erhöhung der Konzentration von Laktat- und Wasserstoffionen geht außerdem mit 
einer metabolischen Azidose einher [254], die sich auch in den Versuchsergebnissen 
widerspiegelte. So zeigten alle untersuchten Gruppen zunächst eine α-Chloralose 
bedingte Alkalose, aus der sich jedoch in den septischen Gruppen im Laufe des 
Versuchs eine Azidose entwickelte. Eine Kompensation der Azidose über die 
Respiration war im vorliegenden Versuch durch die maschinelle Beatmung nicht 
möglich.  
Der Blutdruck und die Laktatkonzentration sind jedoch nur sehr vage Marker der 
peripheren Kreislaufsituation während einer Sepsis. Deshalb wurde im Folgenden 
außerdem die zerebrale Mikrozirkulation untersucht. 
2.2 Somatosensorisch evozierte Potenziale und die evozierte Flussantwort 
Um neben der peripheren Kreislaufsituation auch die zerebrale Funktion und 
Mikrozirkulation untersuchen zu können, wurde eine Messung der SEPs mittels EEG 
und eine Messung der evozierten zerebralen Durchblutung mittels LDF-Messung 
durchgeführt. 
Die EEG Untersuchung ist dabei eine methodisch sehr einfache und direkte Messung 
der neuronalen Aktivität, die eine gleichzeitige Erfassung der zerebralen Durchblutung 
in räumlicher Nähe ermöglicht. Somit konnten hier gleichzeitig Veränderungen in der 
neurovaskulären Kopplung und der neuronalen Aktivität erfasst werden. Des Weiteren 
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hat das EEG auch in der klinischen Anwendung Relevanz, da bei der Diagnostik des 
SAD die EEG Untersuchung als sehr sensitive Methode genutzt wird (siehe 
Kapitel I 5) [96, 553]. Für die Auslösung neuronaler Aktivität wurde in der 
vorliegenden Studie eine sensorische Stimulation der Vorderpfote verwendet, da das 
Hinterbein für die Blutentnahme und Narkoseapplikation genutzt wurde. Die 
verwendete Technik ist etabliert und wurde bereits erfolgreich zur Untersuchung der 
neuronalen Aktivität und neurovaskulären Kopplung angewandt [325, 358, 404-405, 
407].  
Die LDF-Messung besitzt mit einer Eindringtiefe von 1 mm und einer Messfrequenz 
von 10 ms eine hohe räumliche und zeitliche Auflösung [133, 315]. Dies ermöglicht 
eine kontinuierliche Messung der relativen Änderung der lokalen zerebralen 
Durchblutung über die Veränderung der Blutflussgeschwindigkeit [130]. Erstmals 
wurde diese Technik 1975 publiziert [472]. Heute ist sie sehr gut etabliert und weist 
eine hohe Reproduzierbarkeit auf [20-21, 134-135, 325, 347, 404-405, 407]. 
Wie auch in vorangegangenen Studien [325, 358, 404, 407, 557] führte LPS in der 
vorliegenden Arbeit zu einer Reduktion der evozierten zerebralen Flussantwort als 
Zeichen einer gestörten neurovaskulären Kopplung und zu einer Verlängerung der 
SEP Latenzen und Reduktion der SEP Amplituden als Zeichen einer gestörten 
Neuronenfunktion. Eine zusätzliche Vagusnervstimulation konnte jedoch im 
Gegensatz zu einer zusätzlichen Vagotomie, die Entkopplung der zerebralen 
Durchblutung verhindern und die SEP Amplituden stabilisieren. Dass eine Vagotomie 
und Vagusnervstimulation ohne LPS bereits Auswirkungen auf die klinischen und 
neurophysiologischen Parameter haben könnten, wurde in einer vorangegangenen 
Studie von Mihaylova et al. (2012) ausgeschlossen [325].  
In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Störung der 
Mikrozirkulation zeitlich vor dem Verlust der Neuronenfunktion eintritt [325, 404, 
407]. Eine gestörte zerebrale Mikrozirkulation trägt somit wesentlich zum 
Funktionsverlust von Neuronen bei. Sie bewirkt einen Sauerstoff- und Glukosemangel, 
der zu einer ATP Verarmung führt. Das Gehirn ist dabei besonders anfällig, da es nicht 
über ausreichende Substratspeicher verfügt. Eine Minderversorgung führt deshalb 
rasch zu einem Funktionsverlust der Neurone [212, 556]. Demzufolge ist die hier 
beobachtete Stabilisierung der SEP Amplituden durch die Vagusnervstimulation 
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vermutlich auf eine Vagusnerv bedingte Verbesserung der Mikrozirkulation 
zurückzuführen. 
Die evozierte Flussantwort ist somit eine der frühesten und sensitivsten Methoden 
einen LPS bedingten neuronalen Funktionsverlust zu detektieren oder sogar 
vorherzusagen. Außerdem stellt die Verbesserung der zerebralen Mikrozirkulation 
einen möglichen Ansatzpunkt für zukünftige Therapien des SAD dar.  
Dabei ist jedoch noch nicht eindeutig bekannt, wie genau LPS zu einer Entkopplung 
der bedarfsadaptierten Gehirndurchblutung führt. Es wird jedoch von einer 
multifaktoriellen Genese ausgegangen. Dabei spielt eine gestörte Regulation des 
Gefäßtonus durch eine verminderte Ansprechbarkeit des Endothels und die 
unausbalancierte Freisetzung vasoaktiver Substanzen eine wichtige Rolle [117, 121]. 
Zu diesen gehören unter anderem NO und Prostaglandine, wie PGE2. Diese tragen 
physiologischerweise zur Regulation des Gefäßtonus im Gehirn bei, werden jedoch 
auch durch inflammatorische Stimuli vermehrt freigesetzt. Dies könnte die fein 
abgestimmte Regulation des Blutflusses aus dem Gleichgewicht bringen (siehe Kapitel 
I 6.2 und 6.3) [27]. Des Weiteren tragen eine gesteigerte Koagulation, eine geänderte 
endotheliale Glykokalix, eine vermehrte Adhäsion von Leukozyten an der Gefäßwand 
und veränderte Fließeigenschaften des Bluts zu einer Beeinträchtigung der 
Mikrozirkulation bei [119, 308, 568]. 
Wie genau eine Vagusnervstimulation die Mikrozirkulation im Gehirn unter 
septischen Bedingungen stabilisiert, ist jedoch noch unklar. Ein wichtiger Mediator der 
Mikrozirkulation ist dabei NO. So zeigten iNOS Knockout Mäuse, sowie Wildtyptiere 
nach Applikation des selektiven iNOS Inhibitor l-NIL, eine Reduktion der NO 
Bildung, verbunden mit einer verminderte LPS bedingte zerebralen Hyperämie und 
eine Stabilisierung der SEP Amplituden [436]. Mihaylova et al. (2012) konnten jedoch 
zeigen, dass eine efferente Vagusnervstimulation keine Auswirkungen auf die 
Nitrit/Nitrat Konzentration im Plasma und die iNOS mRNA Expression im Cortex 
hatte, während die Proteinexpression von iNOS im Cortex durch die 
Vagusnervstimulation sogar leicht erhöht war [325]. Die Stabilisierung der 
Mikrozirkulation scheint deshalb nicht durch eine vagale Modulation von NO zu 
entstehen, sondern durch andere, noch unbekannte Mechanismen vermittelt zu werden. 
Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit einige der möglichen Faktoren untersucht, 
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welche die Mikrozirkulation beeinflussen können. Dazu gehörten zum einen die 
COX2 und mPGES Expression, welche Anhaltspunkte auf eine veränderte 
Prostaglandinfreisetzung lieferten, zum anderen wurden Zytokine und 
Transkriptionsfaktoren als Marker der Entzündungsreaktion untersucht und es wurde 
analysiert, ob die Vagusnervstimulation Auswirkungen auf Immunzellen, 
Adhäsionsmoleküle und Chemokine aufwies. Die Ergebnisse dieser Parameter werden 
in den folgenden Kapiteln besprochen. 
Prinzipiell bestätigten die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse der 
klinischen und neurophysiologischen Parameter die Resultate vorheriger Studien. So 
konnten Mihaylova et al. (2012) ebenfalls zeigen, dass eine efferente 
Vagusnervstimulation zu einer Stabilisierung der evozierten Flussantwort und der SEP 
Amplituden führte [325]. Allerdings war die Sepsissymptomatik in dieser Studie 
gemessen an dem Ausmaß der LPS bedingten Hypotension, sowie der 
Plasmakonzentration von Laktat und Zytokinen deutlich geringer ausgeprägt, obwohl 
die gleiche LPS Dosis und Tierart verwendet wurde. Unterschiede können sich dabei 
durch die Verwendung unterschiedlicher LPS Chargen oder eines unterschiedlichen 
genetischen Hintergrunds der Versuchstiere ergeben.   
 
3 Auswirkungen einer VGX und VGX+VNS auf Faktoren des 
 humoralen Wegs während einer LPS bedingten systemischen 
 Inflammation 
3.1 Periphere Zytokine 
Als Maß für die periphere Entzündungsreaktion wurden die proinflammatorischen 
Zytokine TNFα und IL-6, sowie das anti-inflammatorischen Zytokin IL-10 im Plasma 
untersucht.  
PAMPs, wie das im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte LPS, können die Freisetzung 
proinflammatorischer (bspw. TNFα, IL-6, COX2, PGE2, NO) [106, 324, 525] und 
teilweise auch anti-inflammatorischer Mediatoren (IL-10, IL-1 Rezeptor Antagonist 
(IL-1ra), löslicher TNF Rezeptor) [497] induzieren und über diese endogenen 
Signalsubstanzen zur Entstehung von krankheitsbedingten Verhaltensänderungen, wie 
Lethargie, Anorexie und Fieber beitragen [114, 274, 410]. Proinflammatorische 
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Zytokine führen außerdem zu einer Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse [215] und der Akuten Phase Reaktion [169]. Des Weiteren 
bewirken sie auch eine Aktivierung des Endothels verbunden mit einem 
prokoagulatorischen Status [344] und einer Schädigung der BBB [396]. Zusätzlich 
geht dies mit einer vermehrten Expression von Adhäsionsmolekülen [152, 469] und 
Chemokinen einher und fördert die Einwanderung von Leukozyten [142, 152, 378, 
469]. 
IL-10 hingegen ist als anti-inflammatorisches Zytokin bekannt und hemmt die Bildung 
proinflammatorischer Mediatoren (bspw. TNFα, IL-1β, IL-6) [124, 399], fördert die 
Bildung anti-inflammtorischer Mediatoren (IL-1ra) [234] und induziert die Apoptose 
von Lymphozyten [28]. Außerdem reduziert es die Antigenpräsentation auf 
Makrophagen [124] und wirkt antipyretisch [290]. 
Wie zu erwarten, führte LPS in der vorliegenden Arbeit zu einer Erhöhung der oben 
genannten Zytokine. In der Literatur ist bereits bekannt, dass eine 
Vagusnervstimulation entsprechend des cholinergen anti-inflammatorischen Wegs 
(siehe Kapitel I 4.2) zu einer Reduktion proinflammatorischer Zytokine im Plasma 
führt [71, 310, 498, 565]. Dementsprechend bewirkte eine zusätzliche 
Vagusnervstimulation auch in der vorliegenden Studie einen signifikant verminderten 
LPS bedingten Anstieg der TNFα Plasmakonzentration verglichen mit der LPS 
Gruppe und tendenziell auch der LPS+VGX Gruppe (p = 0,06). 
Die TNFα Konzentration im Plasma steigt nach einem inflammatorischen Stimulus 
bereits innerhalb von 60 min an [178]. Somit gehört TNFα zu den ersten Zytokinen, 
die bei einer Sepsis induziert werden und spielt auch eine wichtige Rolle bei der 
Entstehung eines septischen Schocks. So konnte gezeigt werden, dass Mäuse nach 
Immunisierung gegen TNFα [50] oder Tumornekrosefaktor Rezeptor I (TNFR I) 
defiziente Mäuse [375] eine verminderte Krankheitsausprägung nach LPS Applikation 
zeigten. Klinisch korrelieren stark erhöhte TNFα Spiegel bei Patienten mit einer Sepsis 
mit einer erhöhten Mortalität und schlechten Prognose [111, 126, 327]. Außerdem 
konnte gezeigt werden, dass TNFα zusammen mit IL-1β an der Entstehung von 
kognitiven Dysfunktionen nach chirurgischen Eingriffen beteiligt ist [493].  
Zusätzlich zeigte sich in der vorliegenden Arbeit neben einer Verminderung der TNFα 
Plasmakonzentration auch eine Reduktion des LPS bedingten Anstiegs der IL-6 
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Plasmakonzentration verglichen mit der LPS Gruppe und tendenziell auch der 
LPS+VGX Gruppe (p = 0,10).  
Während eine Vagusnervstimulation die Konzentration peripherer Zytokine 
vermindert und somit anti-inflammatorische Effekte vermittelt, wird vermutet, dass 
eine Ausschaltung der physiologischen Vagusnervaktivität durch eine Vagotomie zu 
einer Verstärkung der inflammatorischen Reaktion führen könnte. Dementsprechend 
konnte in einigen Studien eine Erhöhung der TNFα Konzentration nach LPS 
Applikation und Vagotomie beobachtet werden [71, 515]. In anderen Studien konnte 
dieser Effekt jedoch nicht bestätigt werden [48, 325] und auch in der vorliegenden 
Studie ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der zirkulierenden TNFα oder 
IL-6 Konzentration zwischen der LPS und LPS+VGX Gruppe.  
Anders war dies jedoch für IL-10. Hier zeigte sich nach zusätzlicher Vagotomie eine 
signifikante Erhöhung der IL-10 Plasmakonzentration verglichen mit der LPS und 
LPS+VGX+VNS Gruppe.  Für IL-10 konnte bisher keine direkte Beeinflussung durch 
eine Vagusnervstimulation nachgewiesen werden [71, 481]. Da IL-10 im Sinne eines 
kompensatorischen Mechanismus als negatives Feedback aufgrund einer Inflammation 
freigesetzt wird, könnte dies ein indirekter Hinweis auf eine erhöhte Inflammation in 
der zusätzlich vagotomierten Gruppe sein.  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Vagusnervstimulation zu einer 
Reduktion inflammatorischer Zytokine in der Peripherie führt. Dies bewirkt 
höchstwahrscheinlich eine verringerte inflammatorische Aktivierung des Gehirns über 
den humoralen Weg. Doch trotz des anti-inflammatorischen Effekts der 
Vagusnervstimulation sind die Zytokinkonzentrationen in der vagusnervstimulierten 
Gruppe verglichen mit der Kontrollgruppe immer noch stark erhöht (TNFα: p = 0,05, 
IL-6 p = 0,01). Da Zytokine bereits in sehr geringen Konzentrationen biologisch 
wirksam sind [495], erscheint es fraglich, ob der humorale Weg alleine für den anti-
inflammatorischen Effekt im Gehirn und die Stabilisierung der neurophysiologischen 
Parameter verantwortlich sein kann. Als weitere Kommunikationswege kommen der 
neuronale Weg in Frage, der vor allem im Cortex von Bedeutung sein könnte und im 
folgenden Kapitel näher beleuchtet werden soll, und auch der zelluläre Weg, auf den 
in Kapitel III 4 eingegangen wird.  
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Zusätzlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass weitere 
Kommunikationsmechanismen bestehen, die in der vorliegenden Arbeit nicht 
untersucht wurden. So konnte beispielsweise vor kurzem gezeigt werden, dass das 
„Glucagon like peptide-1“ (GLP-1) in Alzheimer [460], LPS [230-231] und 
Schlaganfall [116] Modellen anti-inflammatorische Wirkungen in Form einer 
reduzierten TNFα und IL-1β Konzentration, einem verminderten Verlust 
hippocampaler Neurone und einer verbesserten Gedächtnisleistung bzw. einer 
reduzierten Infarktgröße und einer verbesserten neurologischen Funktion bewirkte. 
Des Weiteren scheint es die Cholin Acetyltransferase und darüber eventuell auch das 
cholinerge System des Gehirns beeinflussen zu können [460]. Physiologischerweise ist 
GLP-1 zentral an der Regulation der Nahrungsaufnahme und Hippocampusfunktion 
beteiligt und wird im Nucleus tractus solitarius gebildet [454]. In der Peripherie wird 
es von L-Zellen des Darms gebildet und dient der Kontrolle des Blutglukosespiegels 
[139, 322]. Es kann jedoch die BBB passieren [247] und GLP-1 Rezeptoren sind im 
Gehirn weit verbreitet [323], sodass eine zentrale Beeinflussung durch peripheres 
GLP-1 möglich ist. Eine Regulation der peripheren GLP-1 Freisetzung durch den N. 
vagus wird derzeit diskutiert [379-380, 395]. Somit könnte neben den bereits 
bekannten humoralen, neuronalen und zellulären Kommunikationswegen auch ein 
neuroenteroendokriner Signalweg zwischen der Peripherie und dem Gehirn bestehen.  
Des Weiteren beschreiben Egea et al. (2015) in einem Review neben dem peripheren 
cholinergen anti-inflammatorischen Weg auch einen zentralen cholinergen anti-
inflammatorischen Weg [143]. Dabei konnten anti-inflammatorische Effekte, wie eine 
Reduktion der TNFα Expression und eine Neuroprotektion über den α7nAChR in 
Zellkulturmodellen für Ischämie [367], der Parkinson Erkrankung [477] und LPS [368, 
451], sowie in tierexperimentellen Schlaganfallstudien [367] und globaler Ischämie 
[190] beobachtet werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen Parallelen zu 
einer zentralen cholinergen anti-inflammatorischen Beeinflussung, die in der 
folgenden Diskussion mit berücksichtigt werden sollen. Dennoch ist es fraglich, ob 
und wie im vorliegenden Versuchsaufbau ein cholinerges anti-inflammatorisches 
Signal aus der Peripherie in das ZNS gelangen könnte. 
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3.2 Zytokine im Gehirn 
Um neben der peripheren Entzündungsreaktion auch die inflammatorische Aktivierung 
im Gehirn zu untersuchen wurde zusätzlich die mRNA Expression inflammatorischer 
Zytokine im Gehirn erfasst. Wie zu erwarten, führte LPS zu einer Induktion der 
Expression pro- und anti-inflammatorischer Zytokine sowohl im Hypothalamus als 
auch im Cortex [99, 286].  
Dabei kann der N. vagus aufgrund seiner Afferenzen und Efferenzen unterschiedlich 
auf die zentrale Inflammation einwirken. Der efferente Anteil des N. vagus vermittelt 
anti-inflammatorische Effekte über den cholinergen anti-inflammatorischen Weg 
(siehe Kapitel I 4.2) [310]. Der afferente Anteil des N. vagus hingegen detektiert 
inflammatorische Prozesse in der Peripherie und übermittelt diese Informationen an 
das ZNS (siehe Kapitel I 4.1). Damit vermittelt er proinflammatorische Signale, die 
beispielsweise zu einer Induktion von krankheitsbedingten Verhaltensänderungen 
führen [58, 115]. Diese afferente Wirkung kann jedoch durch eine Vagotomie 
ausgeschaltet werden. Layé et al. (1995) und Hansen et al. (1998) konnten zeigen, dass 
eine subdiaphragmatische Vagotomie einen LPS oder IL-1β bedingten Anstieg der 
IL-1β Expression im Hippocampus und Hypothalamus verminderte, wobei dieser 
Effekt unabhängig von der peripheren IL-1β Expression war. [195, 285]. Die afferente 
Wirkung des N. vagus wird jedoch, vor allem bei einer höheren Endotoxin Dosis, von 
humoralen Faktoren so stark überlagert, dass sie dann nur noch schwer nachweisbar 
ist. [193].  
In der vorliegenden Studie wurde sowohl der Hypothalamus, als auch der Cortex 
untersucht. Dabei muss in Betracht gezogen werden, dass der Hypothalamus in 
direktem Kontakt zu einer Reihe von CVOs mit unvollständiger BBB steht. In diesen 
Regionen können inflammatorische Mediatoren aus der Peripherie unmittelbar 
einwirken und eine entsprechende proinflammatorische Antwort auslösen [412] (siehe 
Kapitel I 2.1.2). Der Cortex hingegen ist durch die BBB zunächst vor einer direkten 
Zytokineinwirkung abgeschirmt und eine inflammatorische Aktivierung findet bei 
intakter BBB erst verzögert über Transportsysteme oder indirekt über die Freisetzung 
sekundärer inflammatorischer Mediatoren in den CVOs, dem Endothel, dem Plexus 
choroideus und perivaskulären Zellen statt. Die einzige schnelle Aktivierung erfolgt 
über den afferenten parasympathischen Weg [115] (siehe Kapitel I 2.1.1 und 2.1.2). 
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Aufgrund der Vagotomie ergibt sich deshalb eine dissoziierte Antwort. In den Tieren 
der LPS Gruppe kommt es zu einer Inflammation im Cortex, die durch eine 
zusätzliche Vagotomie unabhängig von einer zusätzlichen Vagusnervstimulation 
reduziert wird. Der Unterschied in der systemischen Entzündung der LPS+VGX und 
der LPS+VGX+VNS Gruppe fällt dabei nicht ins Gewicht. Im Hypothalamus 
hingegen überwiegt die direkte Beeinflussung durch humorale Faktoren, sodass hier 
anti-inflammatorische Effekte einer Vagusnervstimulation vermittelt werden. Dies 
hängt sowohl vom Zeitpunkt der Untersuchung, als auch von der Intaktheit der BBB 
ab. Rosengarten et al. (2008) zeigten in einer Magnetresonanztomographie 
Untersuchung, dass 3,5 Stunden nach LPS Applikation in Ratten kein erhöhter 
Wassergehalt im Gehirn und keine Hinweise auf ein Ödem gefunden werden konnten 
[406]. Dies weist darauf hin, dass die BBB zu diesem Zeitpunkt noch intakt war. Da in 
der vorliegenden Arbeit die gleiche LPS Dosis und Tierart verwendet wurden, kann 
davon ausgegangen werden, dass auch hier eine intakte BBB vorlag. 
Dementsprechend konnte in der vorliegenden Arbeit im Cortex, nicht aber im 
Hypothalamus, eine Reduktion der Zytokinexpression durch eine zusätzliche 
Vagotomie beobachtet werden. So zeigte sich in der LPS+VGX Gruppe eine 
signifikante Reduktion der IL-1β Expression verglichen mit der reinen LPS Gruppe. 
Auch die zusätzlich vagusnervstimulierte Gruppe zeigte eine Tendenz (p = 0,07) zu 
einer verringerten IL-1β Expression im Cortex, die jedoch wahrscheinlich bereits 
durch die Vagotomie vermittelt wurde.  
Des Weiteren bewirkte die Vagotomie eine Tendenz zu einem verminderten LPS 
bedingten Anstieg der TNFα und IL-6 Expression (p = 0,07), die ebenfalls nur im 
Cortex zu beobachten war.  
Auswirkungen einer Vagusnervstimulation auf die Zytokinexpression im Gehirn 
konnten in Studien von Jiang et al. (2014) beobachtet werden. Dabei bewirkte die 
Stimulation des intakten N. vagus in einem Ischämie/Reperfusions Modell eine 
verminderte TNFα, IL-1β und IL-6 Konzentration in der Penumbra 24 Stunden nach 
Induktion der Ischämie [237-238, 542]. Auch Zhou et al. (2014) erzielten ähnliche 
Ergebnisse in einem traumatischen Kaninchenmodell mit der Stimulation des 
vagotomierten N. vagus [569]. Eine ähnliche Reduktion von Zytokinen konnte in der 
vorliegenden Arbeit jedoch nur für IL-6 im Cortex und Hypothalamus beobachtet 
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werden. Allerdings zeigt eine vergleichende Betrachtung der genannten Studien 
mehrere maßgebliche Unterschiede. So verwendeten Jiang et al. (2014) eine Ischämie 
und Zhou et al. (2014) ein Hirntrauma zur Induktion einer Inflammation [238, 569]. 
Beides stellt eine direkte Schädigung des Hirngewebes dar, während in der 
vorliegenden Studie systemisch appliziertes LPS zur Induktion einer Entzündung 
verwendet wurde. Auch der Zeitpunkt der Messung war mit 4,5 Stunden in der 
vorliegenden Arbeit und 24 Stunden in den oben genannten Studien unterschiedlich. 
Zusätzlich unterschied sich auch die Messmethode. Während hier eine PCR 
Untersuchung durchgeführt und damit die mRNA Expression der Zytokine bestimmt 
wurde, verwendeten Jiang et al. (2014) und Zhou et al. (2014) einen ELISA und 
ermittelten so die vorliegende Proteinkonzentration, die auch durch posttranslationale 
Veränderung beeinflusst werden könnte. Die Unterschiede in den Ergebnissen können 
sich daher durchaus durch die unterschiedlichen Versuchsbedingungen begründen.  
Von Bedeutung ist dies auch für die Ergebnisse der TNFα Expression im Gehirn. 
Obwohl die TNFα Plasmakonzentration durch eine zusätzliche Vagusnervstimulation 
verringert wurde, ergab sich kein Unterschied hinsichtlich der zerebralen mRNA 
Expression von TNFα in den drei Sepsisgruppen. Diesen scheinbaren Widerspruch 
konnten Sun et al. (2013) jüngst auflösen. Nikotin führte in LPS stimulierten 
Makrophagen zu einer Reduktion der TNFα Proteinkonzentration, nicht aber zu einer 
Änderung ihrer mRNA Expression [71, 481]. Als Ursache für diesen Effekt beschrieb 
die Arbeitsgruppe den folgenden Mechanismus: Nikotin induziert über α7nAChR auf 
Makrophagen die Expression der Mikro RNA miR-124, die das „tumor necrosis 
factor-alpha converting enzyme“ (TACE) hemmt, welches Pro-TNFα in aktives TNFα 
umwandelt. Dadurch kommt es zu einer Reduktion von TNFα trotz erhöhter mRNA 
Expression. Es konnte nachgewiesen werden, dass die miR-124 auch im Gehirn 
exprimiert und durch Nikotin reguliert wird [481]. Dieser Mechanismus könnte somit 
auch in der vorliegenden Arbeit für die scheinbare Diskrepanz zwischen TNFα-
Expression im Gehirn und TNFα-Freisetzung in der Peripherie verantwortlich sein.  
Im zeitlichen Verlauf einer Sepsis folgt IL-6 auf TNFα und IL-1β und wird unter 
anderem im Rahmen einer Zytokinkaskade durch sie induziert [511]. Im Gehirn sind 
Endothelzellen, Astrozyten, Neurone und Mikroglia die wichtigsten IL-6 
produzierenden Zellen [81, 164, 306] und gleichzeitig auch die wichtigsten IL-6 
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responsiven Zellen. Bei einer Sepsis korreliert die IL-6 Konzentrationen mit ihrem 
Schweregrad, dem Auftreten von Organdysfunktionen und der Prognose [246, 337, 
393]. Allerdings ergaben Versuche, IL-6 im Rahmen einer Sepsis zu blockieren, 
kontroverse Ergebnisse. So konnten Barkhausen et al. (2011) zeigen, dass die 
Blockade des löslichen IL-6 Rezeptors zu einer erhöhten Überlebensrate in Mäusen 
nach „cecal ligation and puncture“ (CLP) führte [38]. Eine andere Studie hingegen 
zeigte eher protektive Effekte von IL-6 nach Induktion eines septischen Schocks durch 
LPS und Galactosamin Applikation [39]. 
Ähnlich wie in der vorliegenden Arbeit (siehe Abbildung 50), beschrieben Sun et al. 
(2013) eine nikotinbedingte Reduktion der IL-6 mRNA Expression und 
Proteinkonzentration in Makrophagen. Die Autoren erklärten dies über eine Induktion 
der miR-124 und einer Regulation des Transkriptionsfaktors STAT3 (siehe Kapitel III 
3.3) [481]. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte ein robuster Einfluss der 
zusätzlichen Vagusnervstimulation auf die IL-6 mRNA Expression nachgewiesen 
werden. Hier bewirkte die Vagusnervstimulation eine signifikante Reduktion der IL-6 
Expression verglichen mit der LPS und LPS+VGX Gruppe im Cortex, sowie 
verglichen mit der LPS Gruppe und tendenziell (p = 0,07) auch der LPS+VGX Gruppe 
im Hypothalamus. Dies kann in diesem Fall nicht auf die Auswirkung einer 
Vagotomie zurückgeführt werden, da die LPS+VGX Gruppe keine signifikante 
Verminderung der IL-6 Expression aufwies.   Zusätzlich zeigten sich ähnliche 
Veränderungen auch in der IL-6 Plasmakonzentration. Dies liefert einen Hinweis auf 
eine anti-inflammatorische Wirkung der Vagusnervstimulation, die sich sowohl zentral 
als auch peripher widerspiegelt und durch eine Regulation von Transkriptionsfaktoren 
entstehen könnte. Auf eine Beeinflussung von Transkriptionsfaktoren durch die 
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Abbildung 50: Eine zusätzliche Vagusnervstimulation bewirkte einen verminderten LPS 
bedingten Anstieg der IL-6 Plasmakonzentration (A) und eine reduzierte Induktion der IL-6 
Expression im Hypothalamus (B) und Cortex (C) verglichen mit der LPS Gruppe bzw. der LPS 
und LPS+VGX Gruppe.  
 
Des Weiteren bewirkte eine zusätzliche Vagusnervstimulation im Hypothalamus eine 
signifikante Reduktion des Anstiegs der IL-10 Expression. Das anti-inflammatorische 
IL-10 wird im Sinne eines kompensatorischen Mechanismus als negatives Feedback 
aufgrund einer Inflammation freigesetzt. Bei einer verminderten Entzündungsreaktion 
sollte somit auch die kompensatorische IL-10 Expression sinken. Außerdem wurde 
bisher keine direkte Beeinflussung von IL-10 durch den cholinergen anti-
inflammatorischen Weg beschrieben [71, 481]. Deshalb könnte dies ein indirekter 
Hinweis auf eine anti-inflammatorische Wirkung des N. vagus sein. 
Zur Zytokinfamilie von IL-17, welche erst seit den 90er Jahren bekannt ist [549],  
gehören IL-17A bis IL-17F, wovon IL-17A das bedeutendste zu sein scheint. In der 
vorliegenden Arbeit wird deshalb auf IL-17A eingegangen, welches im Folgenden als 
IL-17 bezeichnet wird. 
IL-17 wird von T-Helferzellen (Th) Zellen gebildet aber auch von γδ-T-Zellen, 
natürlichen Killer T-Zellen, natürlichen Killerzellen, Monozyten, Makrophagen, 
neutrophilen Granulozyten, eosinophile Granulozyten, Mastzellen, dendritischen 
Zellen und im Gehirn durch Mikroglia, Astrozyten und Oligodendrozyten [73, 82, 227, 
442]. Welche Bedeutung die einzelnen Zelltypen für die IL-17A Produktion haben, ist 
nicht eindeutig und scheint auch von der jeweiligen Erkrankung abzuhängen [227]. 
IL-17 wirkt proinflammatorisch und induziert die Expression zahlreicher Zytokine 
[163, 239, 442], Chemokine [244, 442] und anderer Effektormoleküle [294, 442]. Von 
besonderer Bedeutung ist die Modellierung NG durch IL-17. Dabei fördert IL-17 die 
Differenzierung NG aus Vorläuferzellen und ihre Aktivierung [165]. Des Weiteren ist 
es durch die Induktion von Chemokinen und ICAM-1 [550] wichtig für die 
Rekrutierung und Migration NG [227]. So konnte gezeigt werden, dass eine Injektion 
von IL-17 i.p. über die Induktion von Chemokinen zu einem Influx NG in die 
Bauchhöhle von Mäusen führte [165, 539].  
Klassischerweise ist IL-17 für seine Beteiligung an einer ganzen Reihe von 
Autoimmunerkrankungen wie Morbus Crohn, der ulcerativer Colitis, der systemischen 
Vaskulitis, der Psoriasis, der rheumatoiden Arthritis, der experimentellen 
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autoimmunen Encephalomyelitis (EAE) bzw. Multiple Sklerose (MS), dem 
systemischen Lupus erythematosus, Asthma und der Behçets Erkrankung bekannt 
[227, 442].  
IL-17 ist jedoch auch an der Pathogenese der Sepsis beteiligt, wobei seine Bedeutung 
dabei kontrovers diskutiert wird. So fanden Bosmann et al. (2012), dass die 
Neutralisierung von IL-17 mittels Antikörpern zu einer reduzierten Mortalität von 
Mäusen nach i.p. Injektion von LPS führte [72]. Auch in einem CLP Modell konnte 
eine reduzierte Mortalität verbunden mit einer verminderten systemischen 
Konzentration proinflammatorischer Zytokine und Chemokine in Mäusen festgestellt 
werden [161]. Erstaunlicherweise trat dieser Effekt ebenfalls auf, wenn mit der 
Neutralisation von IL-17 erst zwölf Stunden nach Sepsisinduktion begonnen wurde. 
Andere Arbeitsgruppen berichteten jedoch von einer erhöhten Mortalität nach 
Induktion einer Sepsis durch CLP  in Mäusen mit einer Defizienz des IL-17 Rezeptors 
[165] und in IL-17 Knockout Mäusen [357]. Dies war verbunden mit einer 
verminderten Rekrutierung NG in die Bauchhöhle und einer erhöhten Bakterienzahl in 
der Bauchhöhle und im Blut. Des Weiteren konnte für den Menschen gezeigt werden, 
dass eine bestimmte Variation des IL-17A Gens mit einer erhöhten Anfälligkeit für 
gram positive Infektionen und einer erhöhten Sterblichkeit bei Sepsis einhergeht [341].  
In der vorliegenden Arbeit war die IL-17 Expression sowohl im Cortex als auch im 
Hypothalamus sehr niedrig. Deshalb ist ihre Auswertung aus technischen Gründen 
sehr ungenau und es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen 
festgestellt werden. Lediglich die Anzahl der Proben, in denen IL-17 detektiert werden 
konnte, unterschied sich zwischen der LPS und LPS+VGX Gruppe, in denen 4 von 5 
Proben detektierbare Mengen an IL-17 mRNA enthielten, und der zusätzlich 
vagusnervstimulierten Gruppe, in der nur bei 3 von 5 Proben IL-17 detektierbar war. 
Dies könnte unter Umständen auf eine Beeinflussung der IL-17 Expression durch die 
Vagusnervstimulation hinweisen. Da IL-17 unter anderem wichtig für die Migration 
NG ist  [446], könnte dies auch zu den weiter unten besprochenen Änderungen der NG 
beitragen. Um dies zu klären, müssten jedoch weitere Untersuchungen eventuell auch 
zu anderen Zeitpunkten durchgeführt werden. 
Insgesamt ist die Beurteilung der Zytokinantwort im Gehirn aufgrund der vielen 
unterschiedlichen Faktoren, die sich gegenseitig überlagern und beeinflussen jedoch 
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komplex. Zusammenfassend kann jedoch gesagt werden, dass es aufgrund der 
verminderten IL-6 Expression Hinweise auf eine anti-inflammatorische Wirkung einer 
Vagusnervstimulation im Gehirn gibt. Eine insgesamt verminderte inflammatorische 
Reaktion im Gehirn kann zu den positiven Effekten der Vagusnervstimulation auf die 
neurophysiologischen Parameter beitragen. 
3.3 Transkriptionsfaktoren 
Transkriptionsfaktoren wurden als Marker einer inflammatorischen Zellaktivierung im 
Hypothalamus und Cortex analysiert. Sie stellen außerdem einen möglichen 
Ansatzpunkt für die regulatorische Wirkung des N. vagus dar. Bislang wurde die 
Wirkung einer Vagusnervstimulation oder cholinerger Agonisten überwiegend in der 
Peripherie untersucht, sodass wenig über die cholinerge Regulation zentraler 
Transkriptionsfaktoren bekannt ist. 
Insgesamt bewirkte LPS, wie zu erwarten, einen Anstieg der mRNA Expression der 
Transkriptionsfaktoren bzw. ihrer Inhibitoren IκBα, SOCS3 und NF-IL6 im Cortex 
und Hypothalamus. Erstaunlicherweise bewirkte im Cortex eine zusätzliche 
Vagotomie, unabhängig von einer zusätzlichen Vagusnervstimulation eine sehr starke 
Reduktion der LPS bedingten Expression von IκBα, SOCS3 und NF-IL6. Dies ist 
vermutlich wie bei den Zytokinen auch auf eine Unterbrechung der 
proinflammatorischen Wirkung des afferenten Vagus durch die Vagotomie 
zurückzuführen (siehe Kapitel III 3.2). Doch trotz der Verminderung 
inflammatorischer Transkriptionsfaktoren durch eine Vagotomie, konnte eine 
Stabilisierung der neurophysiologischen Parameter ausschließlich in der zusätzlich 
vagusnervstimulierten Gruppe beobachtet werden.  
Im Gegensatz zur PCR konnte in der immunhistologischen Untersuchung keine 
NF-IL6 Expression im Cortex nachgewiesen werden. Dabei läuft die Expression von 
mRNA zeitlich schneller ab als die der Proteinexpression, sodass eventuell zu einem 
späteren Zeitpunkt auch eine vermehrte NF-IL6 Immunreaktivität im Cortex 
festgestellt werden könnte.  
In mehreren Studien wurde bereits beschrieben, dass eine Vagusnervstimulation bzw. 
eine pharmakologische Imitation der VNS durch cholinerge Agonisten zu einer 
verminderten NFκB Aktivität in der Peripherie führt [15, 426, 479, 526, 565]. NFκB 
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ist ein Transkriptionsfaktor, welcher an der Regulation der Expression einer Vielzahl 
an proinflammatorischen Mediatoren beteiligt ist (siehe Kapitel I 2.2.1) und somit 
könnte seine Modulation dazu beitragen, die Inflammation zu kontrollieren. In der 
vorliegenden Arbeit konnten im Hypothalamus zwischen den septischen Gruppen  
jedoch keine Unterschiede in der IκBα Expression festgestellt werden. IκBα ist ein 
Inhibitor von NFκB und wird unter anderem auch durch diesen induziert [287], sodass 
im Idealfall von der IκBα Expression auf die NFκB Expression geschlossen werden 
kann. Die Interpretation wird jedoch dadurch erschwert, dass die Expression von IκBα 
außerdem durch inflammatorische Mediatoren induziert [278, 287] und durch NF-IL6 
gehemmt werden kann [88]. Da die zusätzliche Vagusnervstimulation in der 
vorliegenden Arbeit eine verminderte NF-IL6 Expression bedingte, könnte dies 
wiederum zu einer Enthemmung der IκBα Expression führen. Dies könnte bewirken, 
dass obwohl die VNS die NFκB Expression hemmt und es deshalb eigentlich zu einer 
verringerten IκBα Expression kommen sollte, dies durch den Wegfall der Hemmung 
durch NF-IL6 verschleiert wird. Das heißt, es ist nicht auszuschließen, dass die NFκB 
Expression in der vorliegenden Studie durch die VNS gehemmt worden sein könnte, 
ohne dass dies durch die verwendeten Untersuchungen detektiert worden wäre. Aber 
auch wenn sich keine Effekte der Vagusnervstimulation auf die IκBα mRNA 
Expression und/oder die NFκB mRNA Expression ergeben, ist es dennoch nicht 
ausgeschlossen, dass die NFκB Aktivität über diverse posttranskriptionale 
Mechanismen durch den N. vagus oder cholinerge Agonisten reguliert wird. So 
konnten Altavilla et al. (2006) zeigen, dass LPS zu einer Phosphorylierung von IκBα 
in Monozyten führte, und dies durch eine Inkubation mit Nikotin vermindert wurde 
[15]. Zusätzlich wurde beschrieben, dass Nikotin oder eine Vagusnervstimulation eine 
Reduktion von IκBα auf Proteinebene in mit TNFα stimulierten humanen 
mikrovaskulären Endothelzellen, in der Kolonmucosa nach Colitis und in der Leber 
nach Ischämie und Reperfusion im Splanchnikusgebiet verhinderte [15, 426, 479, 
552]. Dies weist darauf hin, dass eine Vagusnervstimulation oder Nikotin einen 
inflammatorisch bedingten Abbau von IκBα vermindern und so zur Hemmung von 
NFκB beitragen können. 
Außerdem können sich verschiedene Transkriptionsfaktoren im Sinne eines 
„crosstalks“ gegenseitig beeinflussen. So ist bekannt, dass eine Vagusnervstimulation 
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oder cholinerge Agonisten die Phosphorylierung von STAT3 am Tyrosinrest hemmen 
[95] und es dadurch zu einer Akkumulation von unphosphoryliertem STAT3 im 
Zytoplasma kommt. Dieses kann mit IκBα um die Bindung an NFκB konkurrieren. 
Durch die Komplexbildung von unphosphoryliertem STAT3 und NFκB ist eine 
Hemmung der NFκB Aktivität beschrieben [30, 372, 507], wobei sich jedoch auch die 
Aktivierung von alternativen Zielgenen ergeben könnte [547]. Um eine tatsächliche 
Regulation der NFκB Aktivität im Gehirn nachweisen zu können, wären deshalb 
entsprechende Untersuchung der NFκB Aktivität notwendig.  
Wie bereits oben erwähnt ist auch STAT3 von Bedeutung für den cholinergen anti-
inflammatorischen Weg. So konnten Pena et al. (2010) zeigen, dass in Abwesenheit 
des STAT3 Proteins eine Unterdrückung der TNFα Antwort in Makrophagen durch 
cholinerge Agonisten nicht möglich war [372]. STAT3 kann zelltypspezifisch sowohl 
pro-, als auch anti-inflammatorische Wirkungen induzieren. So vermittelt STAT3 
beispielsweise sowohl die proinflammatorische Wirkung von IL-6, als auch die anti-
inflammatorische Wirkung von IL-10 [223]. Die Effekte einer cholinergen Modulation 
von STAT3 werden in der Literatur kontrovers beschrieben. So konnte gezeigt 
werden, dass cholinerge Agonisten in Makrophagen und Mikroglia über die 
Aktivierung von STAT3 anti-inflammatorische Effekte vermitteln konnten [30, 122, 
143]. Dabei führt STAT3 unter anderem zu der Induktion anti-inflammatorischer 
Faktoren wie Tristetraprolin [30] und der vermehrten Bildung der Hämoxygenase-1 
[143], die sich wiederum positiv auf den Verlauf einer Sepsis auswirken [428, 501]. 
Andere Studien beschrieben jedoch eine Hemmung von STAT3 durch den N. vagus 
oder cholinerge Agonisten in Makrophagen und Endothelzellen, die ebenfalls anti-
inflammatorisch wirkten [95, 481].  
In der vorliegenden Arbeit wurde die mRNA Expression des Inhibitors SOCS3 als 
indirekter Indikator der STAT3 Expression untersucht. STAT3 induziert die 
Expression von SOCS3 [273], sodass von der SOCS3 Expression auf die STAT3 
Expression geschlossen werden kann. Doch auch in diesem Fall wird die Interpretation 
durch mehrere Faktoren erschwert. Es konnte gezeigt werden, dass eine VNS in der 
vorliegenden Studie im Hypothalamus zu einer signifikanten Reduktion der Induktion 
der SOCS3 Expression verglichen mit der LPS Gruppe und tendenziell auch mit der 
LPS+VGX Gruppe (p = 0,11) führte. Dies könnte bedeuten, dass die VNS eine 
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reduzierten STAT3 Expression verursacht. Eine Verminderung der STAT3 mRNA 
konnte jedoch in anderen Studien nicht nachgewiesen werden [481]. Des Weiteren 
könnte die VNS direkt auf SOCS3 wirken und dessen Bildung hemmen [95] oder die 
SOCS3 Expression könnte durch NF-IL6 beeinflusst werden. So ist bekannt, dass NF-
IL6 die Expression von SOCS3 erhöht [551], und da NF-IL6 durch die VNS 
vermindert wurde, könnte es darüber auch zu einer Verminderung der SOCS3 
Expression kommen. Dies würde dann bedeuten, dass SOCS3 durch die VNS 
gehemmt wird, während kein Einfluss auf die STAT3 Expression vorliegt. Dies könnte 
über die JAK2 zu einer erhöhten STAT3 Aktivität führen, welche wiederum die 
Expression anti-inflammatorischer Faktoren wie Tristetraprolin und Hämoxygenase-1 
fördert [30, 143, 501]. Um diese verschiedenen Möglichkeiten zu klären, wäre es zum 
einen notwendig die Proteinexpression von SOCS3 zu untersuchen, aber auch die 
STAT3 Aktivität, sowie das Vorkommen von Tristetraprolin, Hämoxygenase-1 und 
phosphoryliertem sowie unphosphoryliertem STAT3 und Komplexen aus 
unphosphoryliertem STAT3 und NFκB. Hierbei müsste eine zelltypspezifische 
Reaktion berücksichtigt werden, da sich beispielsweise Endothelzellen und 
Makrophagen in ihrer Reaktion unterscheiden können. So konnte einerseits gezeigt 
werden, dass nikotinerge Agonisten zu einer Hemmung der STAT3 Phosphorylierung 
und dadurch zu einer verminderten inflammatorischen Aktivierung in Endothelzellen 
führte [95]. Andererseits wurde jedoch auch gezeigt, dass nikotinerge Agonisten in 
Makrophagen über die Aktivierung von STAT3 eine verminderte inflammatorische 
Aktivierung bewirkten [122]. Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass die 
Vagusnervstimulation anti-inflammatorische Effekte über die Modulation von STAT3 
ausübt, wobei die genauen Mechanismen im Rahmen der vorliegende Arbeit noch 
nicht abschließend geklärt werden konnten.  
Des Weiteren konnte in der vorliegenden Studie zum ersten Mal eine signifikante 
Verminderung der LPS bedingten Induktion von NF-IL6 festgestellt werden. Dies 
zeigte sich in der hypothalamischen mRNA Expression und bestätigte sich außerdem 
in der immunhistologischen Untersuchung, die eine verminderte nukleäre NF-IL6 
Expression im SFO und benachbartem Plexus choroideus bestätigte. Dies deutet 
sowohl auf ein verminderte NF-IL6 Expression, als auch auf eine verminderte NF-IL6 
Aktivität durch die zusätzliche Vagusnervstimulation hin.  
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NF-IL6 wird durch unterschiedliche Mechanismen reguliert. Zum einen liegt NF-IL6 
in drei Isoformen vor: „liver-enriched activating protein“ (LAP1, LAP2) und „liver-
enriched inhibitory protein“ (LIP). Die verschiedenen NF-IL6 Isoformen entstehen 
durch Unterschiede in der Translation aus einer einheitlichen mRNA [129]. Dabei 
dienen LAP1 und LAP2 als aktivierende Formen, während LIP in der Regel 
inhibitorisch wirkt. Die Aktivität von NF-IL6 hängt somit unter anderem vom 
Verhältnis von LAP zu LIP ab [554]. Des Weiteren tragen der Phosphorylierungsgrad 
von NF-IL6 [98, 499, 563] sowie die Serin/Threonin-Kinase Tribbles 1 (Trib1) [257] 
und die mikro RNA (miR)155 [198] zu seiner Regulierung bei. Auch eine 
Heterodimerbildung aus NF-IL6 und anderen Transkriptionsfaktoren  kann 
unterschiedliche regulatorische Wirkungen entfalten [88, 216]. 
Welche Mechanismen in der vorliegenden Arbeit zu einer Hemmung von NF-IL6 
beitragen, ist bislang nicht bekannt. NF-IL6 ist ein wichtiger proinflammatorischer 
Transkriptionsfaktor, welcher zur Regulation zahlreicher inflammatorischer Zielgene 
wie verschiedene Zytokine [11, 376, 561], Enzyme (iNOS, COX2, mPGES) [136, 
474], Adhäsionsmoleküle (ICAM-1) [93] und Chemokine (CCL3, CCL4) beiträgt 
[562]. So könnte neben einer Regulation von STAT3 auch die Hemmung von NF-IL6 
an der verminderten IL-6 Expression, die im Hypothalamus beobachtet wurde, 
beteiligt sein. 
Insgesamt scheint die Regulation von Transkriptionsfaktoren ein wichtiger 
Ansatzpunkt für die anti-inflammatorischen Wirkungen des N. vagus zu sein.  
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Abbildung 51: Mögliche Regulation von Transkriptionsfaktoren durch den cholinergen anti-
inflammatorischen Weg. 
LPS oder auch proinflammatorische Zytokine bewirken eine Induktion der mRNA Expression von 
Transkriptionsfaktoren. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine 
Vagusnervstimulation zu einer signifikanten Verringerung der NF-IL6 mRNA und Proteinexpression 
führte. Ob und wie die STAT3 Expression und Aktivität im Gehirn durch cholinerge Mechanismen 
reguliert wird, konnte noch nicht abschließend geklärt werden. Aus der Literatur ist jedoch bekannt, 
dass eine VNS oder cholinerge Agonisten in der Peripherie je nach dem zu einer Hemmung oder auch 
Aktivierung der STAT3 Phosphorylierung führen. Dadurch kann die Expression proinflammatorischer 
Mediatoren gehemmt oder auch die Expression anti-inflammatorischer Mediatoren gefördert werden. 
Des Weiteren führt die Hemmung der STAT3 Phosphorylierung zu einer Akkumulation von 
unphosphoryliertem STAT3, welches mit IκBα um die Bindung an NFκB konkurriert. Die 
Komplexbildung von USTAT3 mit NFκB bewirkt eine Hemmung der NFκB Aktivität bzw. die 
Aktivierung alternativer Zielgene. Die Hemmung von NF-IL6 und STAT3 könnte zu der Vagusnerv 
bedingten Verminderung der IL-6 mRNA, die im Hypothalamus beobachtet wurde, beitragen. Obwohl 
für TNFα eine Regulation der Proteinexpression durch cholinerge Mechanismen beschrieben wurde, 
konnte in der vorliegenden Arbeit keine Änderung der mRNA Expression von TNFα im Gehirn 
gezeigt werden. Sun et al. (2013) beschrieben jedoch ebenfalls, dass eine Vagusnervstimulation nicht 
die mRNA Expression von TNFα, wohl aber seine Proteinexpression beeinflusst. Dies scheint über 
eine durch den α7nAChR vermittelte Hemmung des Enzyms TACE vermittelt zu werden [481]. TACE 
ist verantwortlich für die Konvertierung von Pro-TNFα zu TNFα. Hinweise auf eine Beeinflussung der 
NFκB mRNA Expression konnten in der vorliegenden Studie nicht gefunden werden, wobei ein 
solcher Effekt auch durch andere Einflüsse verschleiert worden sein könnte. In der Literatur wurde 
jedoch beschrieben, dass es unter anderem durch die Verminderung der Phosphorylierung und des 
Abbaus von IκBα zu einer Hemmung der NFκB Aktivität kommt [552]. Um jedoch eine Regulation 
der Aktivität von STAT3 und NFκB durch die Vagusnervstimulation im vorliegenden Modell 
nachzuweisen, sind weitere Untersuchungen erforderlich.  
LPS = Lipopolysaccharid, Zytokin-R = Zytokinrezeptor, TLR = Toll like receptor, NF = Nuclear 
factor, STAT = Signal transducer and activator of transcription, P = Phosphoryliert, 
U = Unphosphoryliert, IκB = Inhibitor of κB, IL = Interleukin, AChR = Acetylcholinrezeptor, 
TACE = Tumor necrosis factor-alpha converting enzyme 
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3.4 Zielgene 
Zur Familie der Arachidonsäurederivate gehört eine Vielzahl bioaktiver Stoffe. Im 
Folgenden soll jedoch ausschließlich auf Prostaglandin (PG) E2 eingegangen werden. 
Eine Vielzahl von Zellen ist in der Lage PGE2 zu bilden. Im Gehirn erfolgt die 
Synthese von PGE2 durch Neurone [37], Astrozyten [545], Mikroglia [474], 
Endothelzellen [149] und perivaskuläre Zellen [441]. Seine Bildung wird durch 
inflammatorische Mediatoren (TNFα, IL-1β, IL-6) [328], LPS [506] aber auch durch 
neuronale Aktivität [27, 546] induziert und durch die Transkriptionsfaktoren NF-IL6 
[474, 506] und NFκB [37] reguliert.  
Die PGE2 Synthese läuft in den folgenden 3 Schritten ab. Zunächst erfolgt die 
Freisetzung von Arachidonsäure aus Phospholipiden der Zellmembran. 
Klassischerweise wurde angenommen, dass  dieser Schritt durch die Phospholipase A2 
vermittelt wird. Jüngere Studien kommen jedoch zu dem Schluss, dass dabei im 
Gehirn vor allem auch die Monoacylglycerol Lipase von Bedeutung ist [259]. 
Daraufhin synthetisieren Cyclooxygenasen (COX) PGH2 aus der Arachidonsäure und 
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Abbildung 52: Synthese von PGE2 
MGL = Monoacylglycerol Lipase, COX = Cyclooxygenase, mPGES = mikrosomale Prostagalndin E 
Synthase. Modifiziert nach [266] 
 
PGE2 erfüllt eine Reihe von physiologischen Funktionen unter anderem für die 
gastrointestinale Sekretion [420], die Durchblutung der Niere [229], die Fortpflanzung 
[141], die Thrombozytenaggregation [518] und die Entzündung. Im Rahmen einer 
Entzündung ist es peripher für die Schmerzentstehung [248] und eine Vasodilatation 
im entzündeten Gebiet verantwortlich [538]. Zentral wirkt PGE2 physiologischerweise 
als vasoaktiver Mediator und ist an der bedarfsadaptierten Durchblutung im Rahmen 
der neurovaskulären Kopplung beteiligt [574]. Auf diesen Mechanismus wurde in 
Kapitel I 6.2 näher eingegangen. Weitere zentrale Wirkungen von PGE2 sind die 
Induktion von Fieber [360] und einer krankheitsbedingten Anorexie [265]. Außerdem 
kann PGE2 abhängig von der Konzentration sowohl neuroprotektive [10, 253, 318, 
494], als auch neurotoxische [52, 203, 487] Effekte vermitteln. So konnte einerseits 
gezeigt werden, dass PGE2 zur Apoptose in corticalen Zellen führte [487], andererseits 
schützte PGE2 jedoch auch vor einem LPS bedingten neuronalen Zelltod [253]. 
Bislang wurden zahlreiche Versuche unternommen den Sepsisverlauf durch die 
Inhibition von COX positiv zu beeinflussen. So konnte gezeigt werden, dass eine 
Inhibition von COX2 durch Rofecoxib in Ratten zu einer Verringerung der LPS 
bedingten Hypotonie, Tachykardie und Leberschädigung führte [206]. In klinischen 
Studien an Menschen konnte jedoch kein Vorteil von COX-Inhibitoren nachgewiesen 
werden [26, 47].  
In der vorliegenden Studie wurde die mRNA Expression der zwei 
geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme der PGE2 Synthese, die COX2 und die 
mikrosomale Prostaglandin E Synthase-1 (mPGES-1) untersucht.  
Le Maitre et al. (2015) konnten zeigen, dass PGE2 für den Mechanismus des 
cholinergen anti-inflammatorischen Wegs essentiell ist. So bewirkte eine VNS in 
Wildtyptieren einen Anstieg von ACh in der Milz und eine Reduktion 
proinflammatorischer Zytokine. Dieser Effekt der VNS konnte in mPGES-1 Knockout 
Tieren nicht beobachtet werden. Allerdings konnten Le Maitre et al. (2015) weder in 
der Peripherie noch in verschiedenen Regionen des Gehirns Einflüsse einer VNS auf 
die LPS bedingte PGE2 Synthese in Mäusen nachweisen [288]. Der Mechanismus, 
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über den PGE2 am cholinergen anti-inflammatorischen Weg beteiligt ist, bleibt somit 
unklar. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen jedoch auf eine Beeinflussung 
der COX2 durch die efferente Vagusnervstimulation hin. 
Insgesamt sind in der Literatur zahlreiche Studien beschrieben, welche die Wirkung 
von Nikotin auf die PGE2 Synthese überwiegend in Monozyten, aber auch in 
Mikroglia untersuchten. Die Ergebnisse sind dabei jedoch sehr widersprüchlich und 
reichen von einer Induktion [49, 123, 370] über keine Beeinflussung [288, 552] bis hin 
zu einer Inhibition [478, 552] von PGE2 und COX2. Wodurch sich diese Unterschiede 
ergeben ist nicht ganz klar, die verwendeten Zellen und die Nikotindosis könnten 
jedoch einen Einfluss darauf haben.  
In der vorliegenden Studie konnte eine signifikante Verminderung der LPS bedingten 
Induktion der COX2 Expression verglichen mit der zusätzlichen Vagotomie im 
Hypothalamus festgestellt werden. Außerdem bewirkte eine zusätzliche Vagotomie, 
unabhängig von einer zusätzlichen Vagusnervstimulation im Cortex eine 
Verminderung der COX2 Expression verglichen mit der LPS Gruppe. Es konnte 
jedoch kein Einfluss auf die der COX2 nachgeschaltete mPGES-1 Expression 
beobachtet werden.  
Im Cortex entspricht die Reduktion der COX2 Expression der der 
Transkriptionsfaktoren und Zytokine und könnte auf die gleichen Mechanismen 
zurückzuführen sein. Im Hypothalamus zeigte sich jedoch ein eindeutiger Einfluss der 
Vagusnervstimulation im Vergleich zur Vagotomie. Ob die alleinige Hemmung der 
COX2 mRNA Expression ausreicht, die PGE2 Synthese im Gehirn zu vermindern ist  
aufgrund früherer Studien wahrscheinlich [210, 293], müsste jedoch auf Proteinebene 
weiter untersucht werden.  
Die Hemmung der COX2 weist also auf Einflüsse der Vagusnervstimulation auf den 
zerebralen Arachidonsäuremetabolismus hin. Interessant wäre nun auch eine 
Untersuchung der Expression der Monoacylglycerol Lipase und Phospholipase A2, 
welche Arachidonsäure aus den Phospholipiden der Zellmembran freisetzen [259]. 
Auch die Hemmung der Monoacylglycerol Lipase oder Phospholipase A2 könnte zu 
einer verminderten Freisetzung vasoaktiver Mediatoren im Gehirn führen. Wäre diese 
jedoch durch die Vagusnervstimulation unbeeinflusst, könnte es zu einer 
Akkumulation von Arachidonsäure kommen, die im folgenden über andere Wege des 
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Arachidonsäuremetabolismus beispielsweise durch Lipoxygenasen, Epoxygenasen 
oder Hydroxylasen zu Leukotrienen, EETs und 20-HETE umgewandelt werden 
könnten. EETs besitzen vasodilatatorische Eigenschaften und werden unter anderem 
auch in Astrozyten synthetisiert, während HETE in der glatten Muskulatur der 
Hirngefäße gebildet wird und vasokonstriktorisch wirkt [18, 282, 335, 574]. Beiden 
wird eine Bedeutung für die Regulation der funktionellen zerebralen Durchblutung 
zugesprochen. Auch für Leukotriene wurde eine Synthese im Gehirn nachgewiesen 
[280, 298]. Sie vermitteln dabei unter anderem eine Vasokonstriktion [403] und eine 
vermehrte Permeabilität der BBB [54].  
Insgesamt wäre es deshalb sinnvoll, die tatsächliche PGE2 Konzentration, sowie die 
Aktivität der Phospholipase A2 und der Monoacylglycerol Lipase zu messen. Bis dato 
wurden mögliche Effekte einer Vagusnervstimulation auf EETs oder HETE noch nicht 
untersucht. Die Untersuchung alternativer Arachidonsäuremetabolite wie EET oder 
HETE könnte somit vielleicht Hinweise auf eine mögliche Modulation der zerebralen 
Mikrozirkulation durch die Vagusnervstimulation liefern. Bezüglich der 
neurovaskulären Kopplung wäre außerdem die Untersuchung von Astrozyten 
interessant, da diese an der Regulation des zerebralen Blutflusses beteiligt sind. Eine 
mögliche zelltypspezifische Änderung der PGE2 Synthese in Astrozyten könnte bei 
Untersuchungen des gesamten Hirngewebes durch die PGE2 Synthese in 
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4 Auswirkungen einer VGX und VGX+VNS auf Faktoren des 
 zellulären Wegs während einer LPS bedingten systemischen 
 Inflammation 
4.1 T-Lymphozyten 
T-Lymphozyten werden als wichtige Komponente des cholinergen anti-
inflammatorischen Wegs angesehen. Dabei sind ACh produzierende T-Lymphozyten 
an der Umschaltung des anti-inflammatorischen Signals vom Nervensystem auf das 
Immunsystem in der Milz beteiligt [310, 402] (siehe Kapitel I 4.2). Deshalb könnte 
vermutet werden, dass sie möglicherweise durch Migration das anti-inflammatorische 
Signal auch in andere Körperregionen tragen könnten. Andererseits besitzen 
T-Lymphozyten als inflammatorische Zellen jedoch auch schädigendes Potenzial. So 
sind sie im Gehirn unter anderem an der Entstehung von MS und anderen 
Erkrankungen beteiligt (siehe Kapitel I 3.2.3). Dabei hängt die Wirkung der 
Lymphozyten unter anderem von ihrer Differenzierung in Th1, Th2, Th17 oder Tregs 
ab [543]. So können Th17-Zellen beispielsweise IL-17 sezernieren, welches in der 
vorliegenden Arbeit unter anderem auch nach LPS Applikation im Cortex und 
Hypothalamus nachgewiesen werden konnte (siehe Kapitel III 2.2.1, 2.3.1 und Kapitel 
IV 3.2). Deshalb ist zum einen die Anzahl von T-Lymphozyten im Gehirn von 
Interesse aber besonders auch ihr dortiger Funktionsstatus. 
Eine Modulation der T-Zell abhängigen Inflammation durch cholinerge Mechanismen 
wurde in mehreren Studien gezeigt. So bewirkte eine Depletion des α7nAChR in 
Mäusen eine verstärkte Transplantationsabstoßung und eine erhöhte Bildung von IL-2 
und IL-17 [424]. Nicolussi et al. (2009) konnten außerdem zeigen, dass die Depletion 
des α7nAChR zu einer erhöhten Einwanderung von T-Lymphozyten nach einer 
facialen Axotomie führte [350]. Zusätzlich beschrieben Nizri et al. (2009) eine 
verminderte Proliferation von T-Lymphozyten nach Stimulation mit Nikotin, sowie 
einen Switch von einer Th1 und Th17 dominierten Reaktion hin zu einer Th2 
dominierten Reaktion. In diesem Modell bewirkte Nikotin außerdem eine 
Verminderung der klinischen und histologischen Anzeichen einer EAE, verbunden mit 
einer Verminderung der CD4+ T-Zellinfiltrate [353].  
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In der vorliegenden Arbeit führte LPS zu einer leichten Zunahme der T-Lymphozyten 
Anzahl im Gehirn. Insgesamt war die Anzahl an T-Lymphozyten im Gehirn jedoch 
gering und eine signifikante Auswirkung der Vagusnervstimulation auf die 
T-Lymphozytenanzahl konnte weder im Cortex noch im Hypothalamus festgestellt 
werden. Dabei ist jedoch zu beachten, dass die Untersuchungen 4,5 Stunden nach LPS 
Applikation durchgeführt wurden. Dieser Zeitpunkt ist vermutlich zu früh, um eine 
ausgeprägte lymphozytäre Antwort im Gehirn beobachten zu können. Um mögliche 
Effekte der VNS im Gehirn unter septischen Bedingungen zu untersuchen, müssten 
deshalb zusätzliche Untersuchungen zu späteren Zeitpunkt durchgeführt werden. Des 
Weiteren ist wie oben bereits erwähnt die Differenzierung der T-Lymphozyten von 
Bedeutung. Die Messung der IL-17 mRNA erwies sich dabei jedoch als wenig 
aussagekräftig (siehe Kapitel III 2.2.1 und 2.3.1), könnte jedoch Hinweise auf eine 
Einwanderung von Th17 Zellen liefern. Deshalb sollten weitere Untersuchungen 
durchgeführt werden, um die  Differenzierung und Funktion der einwandernden 
Lymphozyten zu klären. Die bisherigen Ergebnisse sprechen jedoch nicht dafür, dass 
die beobachteten neuroprotektiven Effekte der Vagusnervstimulation durch den 
Einfluss zentraler T-Lymphozyten vermittelt werden.  
4.2 Mikroglia 
Mikroglia sind die wichtigste residente Immunzellpopulation des Gehirns und können 
sowohl neuroprotektive als auch schädliche Effekte vermitteln (siehe Kapitel I 3.2.1). 
In der Literatur wurde beschrieben, dass Acetylcholinagonisten zum einen die 
Proliferation, aber auch die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNFα in 
Mikroglia hemmen können [123, 179, 190, 367-368, 451]. Berichte über 
Auswirkungen einer Vagotomie und Vagusnervstimulation auf die mikrogliale 
Aktivierung während einer LPS bedingten Inflammation liegen jedoch bislang noch 
nicht vor. Jiang et al. (2014) beschrieben bei Stimulation des intakten N. vagus in 
einem Ischämie/Reperfusions (I/R) Modell, dass sowohl die I/R Gruppe als auch die 
I/R+VNS Gruppe morphologisch eine Mikrogliaaktiverung zeigte, die sich zwischen 
den Gruppen nicht unterschied. Nach VNS zeigte sich jedoch eine deutliche Induktion 
des α7nAChR, eine Reduktion proinflamamtorischer Zytokine und eine Verbesserung 
der klinischen Symptome [238]. In der vorliegenden Arbeit wurde CD68 als Marker 
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der mikroglialen Aktivität gemessen. Dabei ließen sich jedoch keine signifikanten 
Effekte der Vagusnervstimulation auf die CD68 mRNA Expression nachweisen. 
Lediglich im Cortex führte eine zusätzliche Vagotomie zu einer reduzierten CD68 
Expression, ähnlich wie es im Cortex auch teilweise für die Zytokine und 
Transkriptionsfaktoren beobachtet werden konnte.  
Demnach konnte in dem hier verwendeten Modell kein Hinweis darauf gefunden 
werden, dass die Modulation der mikroglialen Aktivierung einen wesentlichen 
Mechanismus der beobachten Vagusnerv bedingten Neuroprotektion darstellt. Dies 
sollte jedoch durch weitere Untersuchungen abgesichert werden. So wird der 
untersuchte Marker CD68 typischerweise für aktivierte Mikroglia vom Typ M1 
verwendet, welchen überwiegend proinflammatorische Wirkungen zugesprochen wird. 
Durch eine Untersuchung von Zellmarkern für aktivierte Mikroglia vom Typ M2, 
denen eher anti-inflammatorisches Potenzial zugesprochen wird [252], könnte 
beispielsweise untersucht werden, ob die VNS die Differenzierung von Mikroglia 
moduliert.  
4.3 ICAM-1 und CXCL1 
Um Hinweise auf die Modulation der Immunzellmigration durch die 
Vagusnervstimulation zu erhalten, wurden das Adhäsionsmolekül ICAM-1 und das 
Chemokin CXCL1 und untersucht.  
ICAM-1 wird häufig eine zentrale Rolle bei der Rekrutierung von Immunzellen 
zugeschrieben [183, 392, 456, 466, 548]. Es scheint dabei auch eine wichtige Rolle in 
der Pathogenese der Sepsis zu spielen. So konnte in einem polymikrobiellen 
Sepsismodell gezeigt werden, dass Antikörper gegen ICAM-1 zu einer Verminderung 
von Lungenschäden, einer erhöhten Bakterienclearence und einer geringeren 
Sterblichkeit in Mäusen führte [564]. Außerdem wird ICAM-1 nach 
inflammatorischen Stimuli auch auf Endothelzellen des Gehirns exprimiert [148, 152, 
469] und es konnte in Mäusen gezeigt werden, dass die Hemmung oder Depletion von 
ICAM-1 bei einer zerebralen Ischämie [103, 464], einer EAE [80] oder systemischen 
LPS Applikation [63] zu einem verminderten Influx von Leukozyten ins Gehirn, 
verbunden mit einer Reduktion inflammatorischer Läsionen führte [80, 103, 464].  
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Chemokine sind Signalmoleküle, die neben anderen Funktionen unter anderem wichtig 
für die Chemotaxis, Diapese, Aktivierung, Degranulation und Reifung von 
Immunzellen sind. Sie werden nach der Stellung ihrer Cysteinreste und dazwischen 
liegenden Aminosäuren in vier Gruppen eingeteilt: CXC Chemokine, CC Chemokine, 
C Chemokine und CX3C Chemokine. Chemokine können von einer Vielzahl von 
Zellen einschließlich Leukozyten, Endothelzellen, Mikroglia und Astrozyten als 
Reaktion auf inflammatorische Stimuli gebildet werden [217, 431, 450, 573]. Sie 
dirigieren die zelluläre Immunantwort, indem sie Leukozyten durch einen 
chemotaktischen Gradienten anlocken und aktivieren. Des Weiteren vermitteln sie die 
feste Bindung der Immunzellen an das Endothel im Rahmen der Diapedese. Dabei 
werden Chemokine auf der luminalen Seite der Endothelzellen exprimiert und können 
so G-Protein gekoppelte Chemokinrezeptoren auf Leukozyten aktivieren. Dies führt zu 
einer morphologischen Veränderung von Integrinen, welche nun eine feste Bindung 
mit Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen eingehen können [466]. Im Anschluss an 
die Diapedese vermitteln sie die gerichtete Migration der Immunzellen im Gewebe. 
Das in der vorliegenden Studie untersuchte CXCL1, welches an den 
Chemokinrezeptor CXCR2 bindet, wurde als ein wichtiges Chemokin für die 
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten ins Gehirn identifiziert [415]. Ähnlich wie für 
ICAM-1 konnte auch für CXCL1 gezeigt werden, dass Antikörper gegen CXCL1 zu 
einer reduzierten Adhäsion NG an Endothelzellen im Gehirn nach systemischer LPS 
Applikation oder Induktion einer EAE führte. Dies war außerdem mit einer 
verminderten Krankheitsausprägung in Mäusen mit EAE verbunden [415] und 
ähnliche Resultate konnten auch nach Hemmung des Chemokinrezeptors CXCR2 
durch ein Antiserum beobachtet werden [416]. Neben Adhäsionsmolekülen sind also 
auch Chemokine von großer Bedeutung für die Immunzellrekrutierung und der damit 
verbundenen Neuroinflammation. Auch für die Sterblichkeit während einer Sepsis 
konnte gezeigt werden, dass die Ausschaltung von CXCR1 und CXCR2 einen 
protektiven Effekt in Mäusen nach CLP oder Thioglycolat induzierter Peritonitis 
zeigte [242, 345]. 
Sowohl eine Reduktion von CXCL1 [173, 425, 524] als auch von ICAM-1 [95, 276, 
426, 529] durch eine Vagusnervstimulation oder cholinerge Agonisten wurde bereites 
in der Literatur beschrieben. So konnten Krzyzaniak et al. (2011) zeigen, dass die 
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Stimulation des intakten rechten N. vagus zu einer signifikanten Verringerung der 
ICAM-1 Immunreaktivität und CXCL1 Proteinexpression in der Lunge 6 Stunden 
nach einer partiellen Verbrennung in Mäusen führte. Dies ging außerdem mit einer 
reduzierten Einwanderung NG in die Lunge einher [276]. Auch Wang et al. fanden 
(2012) eine reduzierte ICAM-1 Proteinexpression im Plasma und Herz 2 Stunden nach 
einer Ischämie und Reperfusion durch eine Stimulation des intakten rechten N. vagus 
in Ratten. [529]. Eine Reduktion der ICAM-1 Expression durch cholinerge Agonisten 
konnte ebenfalls in humanen Endothelzellen nach TNFα Stimulation [426] und nach 
Stimulation mit IL-6 in Kombination mit dem sIL-6R gezeigt werden [95]. In einigen 
Studien führte dies außerdem zu einer reduzierten Einwanderung von Immunzellen in 
das betroffene Gewebe [425-426]. Des Weiteren führten cholinerge Agonisten zu einer 
Reduktion der CXCL1 Expression in Mäusen nach renaler Ischämie und Reperfusion 
[425], sowie in einem Modell für rheumatoide Arthritis in humanen Synoviozyten 
nach Stimulation mit IL-1 [524] und in humanen Endothelzellen nach der Stimulation 
mit TNFα [426]. Über eine Regulation von ICAM-1 und CXCL1 im Gehirn durch eine 
efferente Vagusnervstimulation ist jedoch noch wenig bekannt. 
In der vorliegenden Studie konnte im Cortex eine signifikante Reduktion der CXCL1 
und ICAM-1 mRNA Expression sowohl in der LPS+VGX als auch in der 
LPS+VGX+VNS Gruppe verglichen mit der reinen LPS Gruppe festgestellt werden. 
Somit scheint die CXCL-1 und ICAM-1 Expression ähnlich wie die Expression von 
IL-1β, IκBα, SOCS3 und COX2 im Cortex anders reguliert zu sein als im 
Hypothalamus, wobei wie bereits bei den Zytokinen näher erläutert eine 
Unterbrechung der afferenten Fasern des N. vagus durch die Vagotomie die 
Signaltransduktion inflammatorischer Signale in das Gehirn unter bestimmten 
Bedingungen verhindern bzw. abschwächen kann. 
Im Hypothalamus hingegen bewirkte eine zusätzliche Vagusnervstimulation eine 
Reduktion der LPS bedingten Induktion der CXCL1 Expression verglichen mit der 
LPS und tendenziell auch der LPS+VGX (p = 0,08) Gruppe. Dies weist drauf hin, dass 
die Vagusnervstimulation durch die Modulation von Chemokinen die 
Immunzellmigration ins Gehirn während einer Sepsis regulieren könnte.  
ICAM-1 zeigte ebenfalls eine Verringerung der LPS bedingten ICAM-1 mRNA 
Expression durch eine zusätzliche Vagusnervstimulation im Hypothalamus. Dies 
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könnte auf eine verminderte endotheliale Aktivierung und eine verminderte 
Rekrutierung von Immunzellen hinweisen. Allerdings konnten diese Ergebnisse in der 
immunhistologischen Untersuchung nicht nachvollzogen werden. So zeigten sich 
weder im Cortex noch im SFO und angrenzendem Plexus choroideus signifikante 
Unterschiede zwischen den septischen Gruppen. Die Differenz zwischen der mRNA 
und Protein Expression könnte sich durch eine zeitliche Abfolge erklären, wobei die 
Veränderungen der mRNA Expression noch nicht auf die Proteinebene übersetzt 
worden sind. Eine Modulation der ICAM-1 Expression könnte demnach zu einem 
späteren Zeitpunkt von Bedeutung sein. Allerdings war die Verbesserung der 
neurophysiologischen Parameter bereits zu diesem frühen Zeitpunkt sichtbar, eine 
spätere Veränderung von ICAM-1 würde deshalb die beobachteten Effekte nicht 
erklären können. Außerdem konnten im SFO und angrenzendem Plexus choroideus 
mögliche feine Unterschiede bei der verwendeten Antikörperkonzentration nicht 
nachgewiesen werden. Um eine deutliche Färbung der ICAM-1 positiven Zellen im 
Cortex zu erreichen, wurde eine relativ hohe Antikörper Konzentration verwendet, die 
vor allem im Plexus choroideus zu einer sehr starken ICAM-1 Immunreaktivität 
führte. So konnte hier beispielsweise auch keine Unterschiede zwischen der 
Kontrollgruppe und den septischen Gruppen beobachtet werden. Obwohl ICAM-1 im 
Plexus coroideus konstitutiv exprimiert wird, wäre jedoch dennoch eine Induktion 
durch LPS zu erwarten gewesen.  
Durch welche Mechanismen die Vagusnervstimulation die ICAM-1 und CXCL1 
Expression im Hypothalamus reguliert, ist noch nicht vollständig geklärt. So könnte 
beispielsweise die Vagusnervstimulation die ICAM-1 und CXCL1 Expression 
einerseits über die Regulation von Transkriptionsfaktoren steuern (siehe  Kapitel 3.3), 
oder aber auch durch eine Modulation der Leptinkonzentration. Leptin ist als 
appetitregulierendes Hormon bekannt, trägt aber als Neuroimmunmediator auch zur 
Entstehung von „sickness behaviour“ und der Migration von Immunzellen bei (siehe 
Kapitel I 3.1.2). So konnte bereits gezeigt werden, dass Leptin eine wichtige Rolle bei 
der Induktion der ICAM-1 und CXCL1 Expression im Gehirn spielt [417]. Auf die 
Rolle von Leptin soll in Kapitel 4.5 näher eingegangen werden. 
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4.4 NG und Kolokalisation 
Wie bereits in der Einleitung näher erläutert (siehe Kapitel I 3.2.4), tragen NG zu 
sepsisbedingten Organschäden in Lunge [2, 243, 530], Niere [201], Leber [205] und 
Darm [277] bei. NG können dabei zum einen über die Bildung proinflammatorischer 
Zytokine und Chemokine [431] die Inflammation verstärken. So konnten 
Aguilar-Valles et al. (2014) zeigen, dass eine Neutropenie die LPS bedingte Induktion 
der IL-1β mRNA Expression im Hypothalamus in Mäusen nahezu vollständig  
verhinderte [8]. Zum anderen können NG durch die Freisetzung von Proteasen (MPO, 
Matrixmetalloproteinasen) [132], reaktiven Sauertsoffspezies [348] und extrazellulärer 
dekondensierter DNA [14] zu einer Gewebeschädigung führen [458]. Eine vermehrte 
Adhäsion und Aggregation NG an Endothelzellen und eine verminderte 
Verformbarkeit können zusätzlich auch rheologischen Veränderungen, wie die 
Verlegung kleinerer Gefäße und dadurch eine Störung der Mikrozirkulation bewirken 
[76, 268, 455, 461]. NG besitzen ein hohes neurotoxisches Potenzial, wie in mehreren 
Zellkulturmodellen  [14, 132, 235, 348, 422] und in in vivo Versuchen [235, 422] 
gezeigt werden konnte. Dennoch wird ihre Bedeutung für unterschiedliche ZNS 
Pathologien kontrovers diskutiert. So zeigte eine Depletion von Leukozyten teilweise 
keine neuroprotektive Wirkung in I/R Modellen [432, 434, 489] oder eine vermehrte 
Einwanderung NG zeigte sogar neuroprotektive Effekte in Form einer verkleinerter 
Infarktgröße [9]. Andere Arbeiten legen jedoch eine negative Rolle NG in ZNS 
Pathologien wie MS/EAE [317, 541] und einem Schlaganfall [316, 449] nahe. 
Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass NG nach peripherer LPS Applikation an der 
Entstehung von depressionsartigen Verhalten und einem gestörten Sozialverhalten bei 
Mäusen beteiligt sind und somit eine Rolle für die Kommunikation zwischen 
Immunsystem und Gehirn spielen [8]. 
In der vorliegenden Arbeit führte LPS zu einem signifikanten Anstieg NG im Cortex 
sowie im SFO und angrenzendem Plexus choroideus. Ein signifikanter Unterschied in 
der Anzahl NG zwischen den drei LPS Gruppen konnte jedoch nicht festgestellt 
werden, auch wenn in der Literatur beschrieben wurde, dass eine 
Vagusnervstimulation die Einwanderung NG in zahlreiche periphere Organe 
vermindert. So führte eine Vagusnervstimulation [15, 86, 560] oder Nikotin [425] zu 
einer verminderte Einwanderung NG in mehreren I/R Modellen in Lunge und Darm 
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[15], dem Herzen [86, 560] und der Niere [425]. Auch nach CLP [66] oder LPS 
Applikation [97, 175], einer Verbrennung [276], einem traumatisch hämorrhagischen 
Schock [292], einer Trinitrobenzolsulfonsäure induzierten Colitis [479] und bei einer 
durch Carrageenan induzierten lokalen Entzündung [222, 426] konnte durch eine 
Vagusnervstimulation [66, 97, 222, 276, 292, 479] oder cholinergen Agonisten [175, 
222, 426] eine verminderte Einwanderung NG in die Lunge [66, 97, 276, 292], den 
Darm [479], den Bauchraum [175] und subkutanes, entzündetes Gewebe [222, 426] 
beobachtet werden.  
Obwohl in der vorliegenden Arbeit weder die Anzahl NG noch die Proteinexpression 
von ICAM-1 durch eine zusätzliche Vagusnervstimulation signifikant verändert 
wurde, konnte dennoch ein modulatorischer Effekt auf die zelluläre Immunantwort im 
Gehirn beobachtet werden. So zeigte sich bei Betrachtung der Kolokalisation von NG 
mit ICAM-1 im Cortex, dass LPS eine signifikante Erhöhung dieser Kolokalisation in 
der LPS und LPS+VGX Gruppe verglichen mit den Kontrollen bewirkte, während eine 
zusätzliche Vagusnervstimulation diesen Effekt verhinderte. Ein vermehrtes Rollen 
und eine Adhäsion NG an zerebralen Gefäßen konnte durch intravitale Mikroskopie 
bereits vier Stunden nach LPS Applikation in Mäusen beobachtet werden [567]. Die 
Migration ins Gehirnparenchym erfolgte jedoch in den meisten Studien erst nach 
zwölf bis vierundzwanzig Stunden [8, 63, 235-236, 417, 567]. Deshalb ist es 
wahrscheinlich, dass die NG in der vorliegenden Studie noch nicht ins 
Gehirnparenchym ausgewandert waren, sondern sich im Stadium der 
Endothelinteraktion befanden. Dies könnte bedeuten, dass eine Vagusnervstimulation 
die Interaktion zwischen NG und dem Endothel bzw. ihr Rollen und ihre Adhäsion an 
Endothelzellen vermindert, was zu einer verringerten Neurotoxizität und zerebralen 
Inflammation, sowie zu einer Verbesserung der Mikrozirkulation beitragen könnte. So 
ist bekannt, dass eine transendotheliale Migration den Phänotyp und die Funktion NG 
verändern kann. Allen et al. (2002) konnten zeigen, dass transmigrierte NG zum 
Zelltod von Neuronen in Zellkultur führten, während nicht transmigrierte NG die 
Vitalität der Neuronen nicht beeinflussten [14]. Eine transendotheliale Migration 
bewirkt bei NG beispielsweise eine veränderte Expression von Adhäsionsmolekülen, 
Chemokinrezeptoren und Proteasen, sowie eine Hemmung der Apoptose, eine erhöhte 
Fähigkeit zur Migration und eine verstärkte Zytotoxizität [14, 51, 197, 319, 356].  
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Interessant ist außerdem, dass eine Vagusnervstimulation die Interaktion zwischen NG 
und Endothelzellen verminderte, ohne aber die Proteinexpression von ICAM-1 oder 
die Anzahl der NG zu beeinflussen. Dies weist darauf hin, dass die Modulation der 
Rekrutierung NG durch die Vagusnervstimulation weder von der Expression von 
ICAM-1 noch von der Anzahl NG abhängt. Dadurch ergibt sich die Frage, durch 
welche Mechanismen dieser Effekt vermittelt werden könnte. Ein möglicher 
Mechanismus ist die Modulation der endogenen Freisetzung von Leptin durch die 
zusätzliche Vagusnervstimulation, auf die im folgenden Kapitel näher eingegangen 
werden soll. Des Weiteren könnte die Vagusnervstimulation direkte Auswirkungen auf 
den Phänotyp oder Aktivierungsstatus NG vermitteln. So konnte bereits gezeigt 
werden, dass sowohl eine Vagusnervstimulation, als auch der cholinerge Agonist 
Nikotin  bei Mäusen mit intakter Milz zu einer reduzierten LPS induzierten Expression 
des β2 Integrins CD11b auf NG aus dem Blut führte [222]. Wie andere Immunzellen 
auch, stellen NG keine homogene Zellpopulation dar. Friedlender et al. (2009) konnten 
beispielsweise zeigen, dass NG in Tumoren, reguliert durch TGF-β, entweder einen 
eher proinflammatorischen anti-Tumor Phänotyp oder einen eher anti-
inflammatorischen pro-Tumor Phänotyp ausprägen können [167]. Eine ähnliche 
Modulation NG durch den N. vagus ist noch nicht bekannt, wäre aber vorstellbar.  
Welche Rolle unterschiedliche Funktionsstadien NG bei der Entstehung eines SAD 
spielen und ob die Vagusnervstimulation einen Einfluss auf den Aktivierungsstatus der 
NG hat müsste jedoch noch näher untersucht werden. 
4.5 Leptin 
Wie in der Einleitung bereits erläutert (siehe Kapitel I 3.1.2) wurde Leptin 
ursprünglich als wichtiger Faktor für den Energiehaushalt beschrieben. Dabei spielen 
vagale Afferenzen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Futternaufnahme und 
Verdauung.[137]. Über eine Beeinflussung von Leptin durch den efferenten Anteil des 
N. vagus hingegen, ist bislang wenig bekannt. Ziombre et al. (2009) und Gil et al. 
(2011), (2012) fanden, dass eine chronische Vagusnervstimulation bei Ratten, welche 
mit einer fettreichen Diät gefüttert wurden, zu einer Reihe von Veränderungen führte, 
die mit der Futteraufnahme und dem Metabolismus in Verbindung stehen. Unter 
anderem bewirkte die chronische VNS auch eine Reduktion der Leptinkonzentration 
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im Serum [176-177, 572]. Eine Modulation von Leptin durch den N. vagus scheint 
somit prinzipiell möglich, auch wenn Sobocki et al. (2006) keine Veränderung der 
Leptinlevel in Schweinen mit chronischer VNS feststellen konnte [459].  
Heute ist neben der Rolle von Leptin im Energiehaushalt auch seine Bedeutung für das 
Immunsystem und seine Funktion als Neuroimmunmodulator bekannt. Leptin kann 
durch LPS und inflammatorische Zytokine induziert werden [153, 189, 312, 503], 
auch wenn dies nicht in allen Studien der Fall war [170, 262, 465]. In der vorliegenden 
Arbeit jedoch führte LPS zu einem signifikanten Anstieg der Leptin 
Plasmakonzentration. Mögliche Auswirkungen einer VNS auf Leptin während einer 
akuten Inflammation wurden bislang noch nicht untersucht. Somit konnte in der 
vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass eine zusätzliche 
Vagusnervstimulation zu einem signifikant verringerten LPS bedingten Anstieg der 
Leptin Plasmakonzentration verglichen mit der zusätzlich vagotomierten Gruppe, nicht 
jedoch mit der reinen LPS Gruppe führte. Da Leptin auf unterschiedlichste Weise mit 
dem Immunsystem interagiert, könnte eine Modulation der Leptinkonzentration durch 
eine Vagusnervstimulation vielfältige Auswirkungen auf die Immunantwort 
vermitteln. Im Folgenden soll auf einige Aspekte wie Zytokine, Transkriptionsfaktoren 
und NG eingegangen werden, die in  der vorliegenden Arbeit von Bedeutung waren. 
So zeigten Leptin-defiziente Mäuse und Mäuse mit defektem Leptinrezeptor eine 
erhöhte IL-6 und TNFα Plasmakonzentration und eine erniedrigte IL-1β und TNFα 
Expression im Gehirn nach LPS Applikation. Eine Antagonisierung von Leptin durch 
ein Leptinantiserum hatte jedoch keine Auswirkungen auf peripheres oder zentrales 
IL-1β und TNFα [417]. Im Gegensatz dazu konnten Sachot et al. (2004) zeigen, dass 
ein Leptinantiserum einen LPS bedingten Anstieg der IL-1β und IL-1ra mRNA 
Expression im Hypothalamus in Ratten verringerte [423]. In der vorliegenden Arbeit 
konnte jedoch lediglich eine Verminderung des LPS bedingten Anstiegs der IL-1β 
mRNA Expression im Cortex durch eine zusätzliche Vagotomie verglichen mit der 
LPS Gruppe beobachtet werden. Allerdings können eine Vagotomie und eine 
Vagusnervstimulation selbst bereits Effekte auf die Zytokinexpression im Gehirn 
vermitteln (siehe Kapitel III 3.2) [195, 238, 285, 569], sodass mögliche kleine Effekte 
einer Modulation durch Leptin hier überlagert worden sein könnten. Auch im Plasma 
konnte kein Anstieg, sondern sogar eine Reduktion der TNFα oder IL-6 Konzentration 
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in der vagusnervstimulierten Gruppe beobachtet werden. Hier ist bekannt, dass eine 
Vagusnervstimulation vermutlich über eine Hemmung von NFκB in Makrophagen zu 
einer verminderten TNFα und IL-6 Plasmakonzentration führt (siehe Kapitel III 3.1) 
[71, 310]. Deshalb ist davon auszugehen, dass eine Modulation der 
Leptinkonzentration durch eine Vagusnervstimulation im vorliegenden 
Versuchsaufbau wenn überhaupt, dann nur geringe Auswirkungen auf die 
Zytokinexpression im Plasma und Gehirn bewirkte. 
Des Weiteren kann Leptin über Transporter die BBB überqueren [279] und im Gehirn 
ähnlich wie IL-6 zu einer Aktivierung von STAT3 in unterschiedlichen Gehirnarealen, 
vor allem in den CVOs, den Meningen und dem Ependym, sowie in Gefäßen führen 
[339, 418]. In der vorliegenden Arbeit konnten zwar Veränderungen der SOCS3 
mRNA Expression im Gehirn beobachtet werden, aber auch hier scheinen andere 
Faktoren, wie afferente oder efferente Wirkungen des N. vagus, ein crosstalk mit 
anderen Transkriptionsfaktoren oder postranskriptionelle Veränderungen zu 
überwiegen (siehe Kapitel III 3.3) [15, 88, 95, 372, 426]. Ähnlich wie bei der 
Leptinplasmakonzentration bewirkte eine zusätzliche Vagusnervstimulation einen 
signifikant verminderten LPS bedingten Anstieg der COX2 mRNA Expression im 
Hypothalamus verglichen mit der LPS+VGX Gruppe. Inoue et al. (2006) konnten 
zeigen, dass Leptin über IL-1β zu einer Induktion von COX2 im Hypothalamus führte 
[226]. Im Gegensatz dazu zeigten Rummel et al. (2008) jedoch, dass IL-6 und nicht 
Leptin maßgeblich an der COX Expression im Gehirn beteiligt ist [418]. In der 
vorliegenden Arbeit sind sowohl IL-6 als auch Leptin, nicht aber IL-1β, durch eine 
zusätzliche Vagusnervstimulation reduziert, sodass nicht eindeutig ist, in welchem 
Maße IL-6, Leptin oder auch andere Faktoren zu einer Vagusnerv bedingten 
Verminderung der COX2 Expression im Hypothalamus beitragen.  
Eine kurze Form des Leptinrezeptors (ObRa) ist auch auf NG exprimiert [555]. Eine 
Aktivierung NG durch Leptin erhöht ihre Phagozytoseaktivität [331], die ROS 
Produktion [85, 279] und  die Expression von CD11b [331, 555] und hemmt ihre 
Apoptose [371, 504]. Des Weiteren wirkt Leptin chemotaktisch auf NG [330, 504]. 
Rummel et al. (2010) konnten jedoch zeigen, dass eine Migration NG ins intakte 
Gehirn nach LPS Applikation vermutlich nicht von einer direkten Modulation NG 
abhängt, sondern durch die Aktion von Leptin an der langen Form des Leptinrezeptors 
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(ObRb) im Gehirn zustande kommt. Dabei konnte gezeigt werden, dass genetisch 
leptindefiziente Mäuse und Mäuse mit einem Defekt in der langen Form des 
Leptinrezeptors nach LPS Stimulation eine signifikant verminderte Einwanderung NG 
ins intakte Gehirn verglichen mit Wildtyp Mäusen aufwiesen. Dies ging mit einer 
geringeren IL-1β, CXCL1, CXCL2 und ICAM-1 Expression im Gehirn einher. Eine 
Hemmung der IL-1β und ICAM-1 Expression scheint dabei wichtig aber nicht 
notwendig zu sein. So führte die Antagonisierung von Leptin durch Leptinantiserum in 
Wildtypmäusen zu einer verringerten CXCL1 und CXCL2 Expression, sowie einer 
verminderten Einwanderung NG ins Gehirn, nicht aber zu einer Reduktion der 
ICAM-1 und IL-1β Expression [417].  
In der vorliegenden Arbeit führte eine zusätzliche Vagusnervstimulation zu einer  
reduzierten CXCL1 mRNA Expression verglichen mit der LPS Gruppe und 
tendenziell auch der LPS+VGX Gruppe im Hypothalamus, sowie zu einer 
verminderten Interaktion NG mit ICAM-1 im Cortex. Diese Effekte könnten durch die 
Reduktion der Leptin Plasmakonzentration in der zusätzlich vagusnervstimulierten 
Gruppe entstehen, auch wenn ICAM-1 lediglich auf mRNA Ebene vermindert wurde, 
nicht jedoch auf Proteinebene. Demnach könnte eine Modulation von Leptin durch 
eine Vagusnervstimulation zu einer Regulation der zellulären Immunantwort nach LPS 
Stimulation im Gehirn beitragen. 
 
5 Fazit und Ausblick 
Die Effekte einer efferenten Vagusnervstimulation und einer Vagotomie auf die 
Immunantwort im Gehirn unterschieden sich in der vorliegenden Arbeit zwischen dem 
Hypothalamus und dem Cortex. Im Cortex führte die Ausschaltung 
proinflammatorischer Afferenzen durch eine Vagotomie unabhängig von einer 
zusätzlichen Vagusnervstimulation zu einer Reduktion inflammatorischer Mediatoren 
(NF-IL6, IκBα, SOCS3, CXCL1, ICAM-1 und COX2). Dies spiegelte sich jedoch in 
den neurophysiologischen Parametern, welche ebenfalls im Cortex erhoben wurden 
nicht direkt wider. So konnte gezeigt werden, dass eine efferente 
Vagusnervstimulation, im Gegensatz zu LPS alleine oder nach zusätzlicher 
Vagotomie, sowohl die zerebrale Mikrozirkulation in Form der evozierten 
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Flussantwort als auch die Gehirnfunktion in Form der SEP Amplituden stabilisierte. 
Somit konnten in der vorliegenden Arbeit die von Mihaylova et al. (2012) beschrieben 
Effekte einer efferenten Vagusnervstimulation auf neurophysiologische Parameter 
bestätigt werden [325]. 
Im Gegensatz zum Cortex zeigten sich im Hypothalamus hingegen anti-
inflammatorische Effekte einer efferenten Vagusnervstimulation auf unterschiedlichen 
Ebenen der Entzündungsreaktion.  
So konnte als Anzeichen einer verminderten inflammatorischen Reaktion auf Ebene 
der Zytokine und Transkriptionsfaktoren eine Reduktion der LPS bedingten mRNA 
Expression von IL-6 im Cortex und Hypothalamus, sowie der NF-IL6 mRNA und 
Protein Expression im Hypothalamus beobachtet werden.  
Außerdem ergaben sich durch eine Verminderung der COX2 mRNA Expression 
Hinweise darauf, dass eine efferente Vagusnervstimulation durch die Modulation des 
Arachidonsäuremetabolismus zu einer Stabilisierung der Mikrozirkulation beitragen 
könnte.  
Zusätzlich konnte in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass 
eine efferente Vagusnervstimulation auch die zelluläre Immunantwort im Gehirn 
beeinflusst. Die Vagusnervstimulation führte dabei zu einer verminderten LPS 
bedingten Expression des Adhäsionsmoleküls ICAM-1 auf mRNA Ebene, nicht aber 
auf Proteinebene, und zu einer verminderten mRNA Expression des Chemokins 
CXCL1. Des Weiteren bewirkte die Vagusnervstimulation eine Reduktion der Leptin 
Plasmakonzentration. Dies liefert Hinweise auf eine verminderte Rekrutierung von 
Leukozyten ins Gehirn. Dennoch zeigten sich keine Unterschiede in der Anzahl NG 
im Cortex sowie im SFO und angrenzendem Plexus choroideus. Interessanterweise 
führte die Vagusnervstimulation jedoch zu einer signifikanten Verminderung der 
Kolokalisation NG mit ICAM-1 im Cortex. Dies deutet auf eine verminderte 
Interaktion zwischen NG und dem Endothel hin und könnte zu einer Verbesserung der 
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Abbildung 53: Schematische Darstellung der Wirkung einer efferenten Vagusnervstimulation 
auf die inflammatorische Kaskade in der Peripherie und im Gehirn. Die Abbildung zeigt die 
bereits in Kapitel I 5 beschriebene Entzündungsreaktion in der Peripherie und im Gehirn nach LPS 
Applikation und die Effekte einer efferenten Vagusnervstimulation auf diese Inflammation. 
In der vorliegen Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Vagusnervstimulation zu einer Stabilisierung 
der SEP Amplituden als Indikator der Gehirnfunktion und der evozierten Flussantwort als Indikator 
der zerebralen Mikrozirkulation führte und bestätigte somit die Ergebnisse von Mihaylova et al. 
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(2012). Um die zugrundeliegenden Mechanismen näher zu beleuchten wurden in der vorliegenden 
Arbeit verschiedene inflammatorische Mediatoren untersucht. Dabei zeigte sich, dass eine 
Vagusnervstimulation anti-inflammatorische Effekte auf unterschiedlichen Ebenen der 
inflammatorischen Kaskade ausübt. So führte eine efferente Vagusnervstimulation zu einer Hemmung 
proinflammatorischer Zytokine in der Peripherie. Dies trägt vermutlich über den humoralen Weg zur 
Abschwächung der inflammatorischen Kaskade im Gehirn bei. So konnte gezeigt werden, dass die 
Vagusnervstimulation zu einer Reduktion der IL-6 mRNA Expression im Hypothalamus und Cortex 
und zu einer Reduktion der NF-IL6 mRNA und Protein Expression im Hypothalamus führte. 
Zusätzlich bewirkte eine Vagusnervstimulation eine Modulation des zellulären Wegs, die sich in einer 
Verminderung des LPS bedingten Anstiegs der Leptin Plasmakonzentration, sowie einer Reduktion 
der mRNA Expression von ICAM-1 und CXCL1 im Hypothalamus äußerte. Dies ging zwar nicht mit 
einer verringerten Anzahl NG im Gehirn einher, führte jedoch zu einer signifikanten Reduktion der 
Kolokalisation NG mit ICAM-1. Dies weist auf eine verminderte Interaktion NG mit dem Endothel 
hin und könnte ebenfalls zur Stabilisierung der Mikrozirkulation und Verminderung der 
Entzündungsreaktion im Gehirn beitragen. Des Weiteren bewirkte die Vagusnervstimulation eine 
Reduktion der COX2 Expression im Hypothalamus. Dies deutet daraufhin, dass die 
Vagusnervstimulation auch Einfluss auf den Arachidonsäuremetabolismus nehmen könnte. 
Arachidonsäurederivate sind wichtige Mediatoren der Mikrozirkulation und ihre Modulation durch 
den N. vagus könnte zur Protektion der Mikrozirkulation beitragen. Neben den in der vorliegenden 
Arbeit untersuchten Faktoren könnten jedoch möglicherweise auch andere Mediatoren in der 
Peripherie oder auch im Gehirn durch die efferente Vagusnervstimulation moduliert werden und zu 
den anti-inflammatorischen Effekten beitragen. 
Interessanterweise ergaben sich Unterschiede in der Wirkung einer Vagusnervstimulation und einer 
Vagotomie zwischen dem Cortex und dem Hypothalamus. Im Cortex führte die Ausschaltung 
proinflammatorischer Afferenzen durch eine Vagotomie unabhängig von einer zusätzlichen 
Vagusnervstimulation zu einer Reduktion inflammatorischer Mediatoren (NF-IL6, IκBα, SOCS3, 
CXCL1, ICAM-1und COX2). Dies lies sich jedoch in den neurophysiologischen Parametern, welche 
ebenfalls im Cortex erhoben wurden, nicht nachvollziehen. 
LPS = Lipopolysaccharid, BBB = Blut-Hirn-Schranke, CVO = Circumventrikuläres Organ, 
TNF = Tumornekrosefaktor, IL = Interleukin, N. = Nervus, ICAM = intercellular adheasion molecule, 
COX = Cyclooxygenase, NF-IL6 = nuclear factor IL-6, EFVR = evoked flow velocity response, 
SEP = somatosensorisch evozierte Potentiale 
 
Allerdings müsste eingehender geklärt werden, welche Relevanz die einzelnen Effekte 
der Vagusnervstimulation im Gehirn für die Verbesserung der neurophysiologischen 
Parameter haben. Dafür könnten in der Zukunft unter anderen die folgenden Punkte 
überprüft werden:  
Erstens sollte die Rolle NG bei der Entstehung eines SAD untersucht werden. Dabei 
ist außerdem von Interesse, ob und in welchem Ausmaß eine efferente 
Vagusnervstimulation den Aktivierungsstatus, Phänotyp oder die Funktion NG 
beeinflusst. 
Zweitens sollten mögliche Effekte einer Vagusnervstimulation auf den 
Arachidonsäuremetabolismus näher beleuchtet werden. Bei der Metabolisierung von 
Arachidonsäure entstehen neben Prostaglandinen auch andere vasoaktive Substanzen 
wie beispielsweise EETs, 20-HETE und andere, die als wichtige Mediatoren der 
neurovaskulären Kopplung fungieren können [27]. Ihre Beteiligung an der Entstehung 
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einer Mikrozirkulationsstörung und eine mögliche Modulation durch den N. vagus 
sollte deshalb weitergehend untersucht werden. 
Drittens sollte die Rolle von Transkriptionsfaktoren für die Vermittlung der anti-
inflammatorischen Effekte einer Vagusnervstimulation untersucht werden. Wie in der 
vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, beeinflusst eine efferente 
Vagusnervstimulation ein breites Spektrum der inflammatorischen Reaktion im 
Gehirn. Dazu gehört auch eine Modulation von Transkriptionsfaktoren wie NF-IL6 
und möglicherweise auch STAT3 und NFκB. Diese Transkriptionsfaktoren wiederum 
regulieren die Expression zahlreicher Zielgene [92, 452, 474], sodass sie für eine 
Vermittlung breit gefächerter Effekte geeignet wären. Eine Modulation von STAT3 
und NFκB im Gehirn durch eine efferente Vagusnervstimulation muss jedoch noch 
endgültig nachgewiesen werden. 
Eine weitere spannende Frage ist, wie das anti-inflammatorische Signal aus der 
Peripherie in das Gehirn übertragen wird. Dabei scheint sowohl der humorale als auch 
der zelluläre Kommunikationsweg eine Rolle zu spielen. Welche Relevanz die 
einzelnen Wege jedoch haben und ob auch andere Faktoren daran beteiligt sein 
könnten ist dabei unbekannt. Einige Autoren beschreiben einen cholinergen anti-
inflammatorischen Weg im Gehirn [143, 367-368, 451], wobei fraglich ist, wie das 
cholinerge Signal bei einer efferenten Vagusnervstimulation aus der Peripherie ins 
Gehirn gelangen könnte. Um jedoch den genauen Mechanismus der zentralen anti-
inflammatorischen Wirkung der efferenten Vagusnervstimulation aufzuklären, wäre es 
dennoch wichtig diese Möglichkeiten zu überprüfen.  
 
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine 
efferente Vagusnervstimulation sowohl in der Peripherie als auch im Hypothalamus 
anti-inflammatorische Effekte vermittelt. Deshalb scheint eine Vagusnervstimulation 
ein vielversprechender Therapieansatz für die Behandlung einer Sepsis und anderer 
inflammatorischer Erkrankungen darzustellen.  
Erste Studien im Bereich der Humanmedizin ergaben jedoch kontroverse Resultate. So 
ergaben sich Hinweise auf anti-inflammatorische Effekte des N. vagus aus einigen 
Studien, welche die „heart rate variability“ (HRV) als Maß für die Vagusnervaktivität 
nutzten und eine inverse Korrelation zwischen der HRV und proinflammatorischen 
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Mediatoren zeigen konnten [108, 309, 457]. Andere Autoren konnten diesen Effekt 
jedoch nicht bestätigen [267, 270]. Des Weiteren zeigten vielversprechende Versuche 
mit dem cholinergen Agonisten GTS-21, dass dieser die Produktion inflammatorischer 
Zytokine in humanen mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut nach 
Stimulation mit TLR Agonisten verminderte [272]. Eine orale Applikation von GTS-
21 führte jedoch zu einem sehr ungleichmäßigen Plasmaspiegel in den Probanden und 
erzielte keine anti-inflammatorischen Effekte nach LPS Applikation. Lediglich in 
Probanden mit sehr hohen GTS-21 Plasmaspiegeln konnte eine Reduktion 
proinflammatorischer Zytokine beobachtet werden [269]. Der gleiche Autor beschrieb 
auch nach transvenöser Vagusnervstimulation keine Reduktion LPS induzierter 
Zytokine oder eine Abschwächung der grippeartigen Symptome in Freiwilligen [271]. 
Dahingegen konnten Rossi et al. (2012) zeigen, dass eine elektrische Stimulation des 
epikardialen vagalen ganglionären Plexus nach einem herzchirurgischen Eingriff eine 
signifikante Verminderung proinflammatorischer Mediatoren bewirkte [409].  
 
Eine Vagusnervstimulation kann somit vermutlich prinzipiell auch im Menschen anti-
inflammatorische Effekte vermitteln. Die Wirksamkeit scheint jedoch von der 
jeweiligen Situation abzuhängen. Um herauszufinden welchen Patienten und wann 
eine Vagusnervstimulation helfen könnte, ist es deshalb umso wichtiger die  
zugrundeliegenden Mechanismus aufzuklären. Des Weiteren scheint eine 
Vagusnervstimulation eher modulatorische Wirkungen auf das Immunsystem 
auszuüben. Bei Kenntnis der zugrundeliegenden Mechanismen, könnten diese 
eventuell als direktes Ziel einer therapeutischen Intervention dienen und sich dabei 
vielleicht sogar als effizienter erweisen als eine Vagusnervstimulation selber.  
Außerdem sollte der Einsatz anticholinerger Medikamente bei Patientengruppen mit 
erhöhtem Risiko der Entstehung einer Sepsis kritisch überdacht werden, da 
anticholinerge Medikamente die natürliche Regulation des angeborenen 
Immunsystems durch den N. vagus eventuell behindern könnten.  
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V. Zusammenfassung 
Eine Sepsis stellt ein wichtiges medizinisches Problem dar, für das es bis heute keine 
zufriedenstellende Therapie gibt. Während einer Sepsis oder einer systemischen 
Entzündungsreaktion kommt es zur Aktivierung einer inflammatorischen Kaskade, 
verbunden mit einer Störung der Mikrozirkulation, welche zu einer Minderversorgung 
diverser Organen führt und schließlich den Funktionsverlust dieser Organe bedingt. 
Aufgrund einer funktionellen Beeinträchtigung des Gehirns, treten während einer 
Sepsis häufig auch neurologische Symptome auf, die unter dem Begriff Sepsis 
assoziiertes Delirium zusammengefasst werden. Das Gehirn wird dabei jedoch nicht 
nur durch die inflammtorische Reaktion geschädigt, es kann, im Gegensatz zu anderen 
Organsystemen, über den N. vagus auch zur Modulation des Immunsystems beitragen.  
Vorangegangenen Studien zeigten anti-inflammatorische Effekte einer efferenten 
Vagusnervstimulation, die zu einer Stabilisierung der zerebralen Mikrozirkulation und 
der Gehirnfunktion führten. Des Weiteren scheint die Vagusnervstimulation 
modulatorisch auf die zelluläre Immunantwort im Blut und in der Milz zu wirken. Da 
die zugrundeliegenden Mechanismen jedoch noch weitgehend unbekannt sind, war es 
das Ziel der vorliegenden Arbeit, diese Mechanismen näher zu beleuchten. Dabei lag 
der Schwerpunkt zum einen auf den neurophysiologischen Parametern, zum anderen 
aber auch auf inflammatorischen Markern in unterschiedlichen Gehirnregionen, 
Mediatoren der neurovaskulären Kopplung und der Migration von Immunzellen ins 
Gehirn während einer systemischen Entzündung. 
Um eine systemische Entzündungsreaktion in Ratten zu induzieren erfolgte eine 
intravenöse Applikation von Lipopolysaccharid (LPS 5 mg/kg). Es erfolgte entweder 
keine Manipulation des N. vagus, eine beidseitige cervicale Vagotomie oder eine 
Vagotomie und eine Vagusnervstimulation des linken distalen Anteils des N. vagus. 
Als Indikator der zerebralen Mikrozirkulation und der Gehirnfunktion wurden die 
evozierte Flussantwort und die somatosensorisch evozierten Potentiale über einen 
Zeitraum von 4,5 Stunden erfasst. LPS bewirkte eine Reduktion der beiden 
neurophysiologischen Parameter, die durch eine zusätzliche Vagusnervstimulation 
verhindert werden konnte. Zusätzlich verringerte die vagale Stimulation die 
Konzentration peripherer inflammatorischer Zytokine (IL-6, TNFα) und die zentrale 
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Expression von IL-6 und NF-IL6, was sowohl auf eine verringerte periphere als auch 
zentrale Entzündungsreaktion hinweist. Interessanterweise ergaben sich dabei 
Unterschiede in der Regulation der inflammatorischen Antwort im Cortex und im 
Hypothalamus, welche auf eine unterschiedliche Ansprechbarkeit auf humorale und 
neuronale Signale in diesen Regionen zurückzuführen ist. Eine Vagusnervstimulation 
führte außerdem zu einer verminderten Expression von COX2, einem 
geschwindigkeitsbestimmenden Enzym für die Prostaglandin E Synthese. Dies legt 
nahe, dass eine Vagusnervstimulation unter inflammatorischen Bedingungen über die 
Modulation vasoaktiver Substanzen auch die neurovaskuläre Kopplung beeinflussen 
könnte.  
Neben den Effekten auf humorale Faktoren beeinflusste die Vagusnervstimulation 
auch die zelluläre Immunantwort. LPS induzierte einen Anstieg der 
Plasmakonzentration des Neuroimmunmediators Leptin und eine vermehrte 
Expression von Extravasationssignalen („intercellular adhesion molecule-1“ 
(ICAM-1), CXCL1)), sowie einen Anstieg der Anzahl neutrophiler Granulozyten im 
Gehirn und ihrer Kolokalisation mit ICAM-1. Interessanterweise führte die efferente 
Vagusnervstimulation hier zu einer Reduktion von Leptin und CXCL1 und verhinderte 
die LPS bedingte Kolokalisation neutrophiler Granulozyten mit ICAM-1. 
Zusammenfassend legen diese Ergebnisse eine positive, anti-inflammatorische 
Wirkung der Vagusnervstimulation nahe, die durch eine verminderte inflammtorische 
Reaktion im Gehirn und einer verminderten Interaktion neutrophiler Granulozyten mit 
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VI. Summary 
Sepsis is an important problem in the public health sector and until today there is no 
satisfying therapy for it. Sepsis or systemic inflammation leads to the activation of an 
inflammatory cascade which induces a disturbance of the microcirculation leading to 
an insufficient blood supply of various organs and finally to their functional failure. 
Because of the impairment of brain function sepsis is often accompanied by 
neurological symptoms, referred to as sepsis associated delirium. Importantly the brain 
is not only a victim of inflammatory processes but can also modulate the immune 
response via the vagus nerve. Previous experiments indicated that an efferent 
stimulation of the vagus nerve has anti-inflammatory effects stabilising brain 
microcirculation and brain function. Additionally it seems to modulate the cellular 
immune response in the blood and the spleen. However, the underlying mechanisms 
are still largely unknown. The current study aimed to clarify these mechanisms 
focused on neurophysiological parameters, inflammatory markers in different brain 
regions, mediators of the neurovascular coupling and leukocyte migration to the brain 
during systemic inflammation.  
To induce endotoxemia an intravenous administration of lipopolysaccharide (LPS; 
5 mg/kg) was used. Rats received either no manipulation of the vagus nerve, a cervical 
vagotomy or a cervical vagotomy and vagus nerve stimulation of the left distal trunk. 
As indicators of the cerebral microcirculation and brain function the evoked flow 
velocity response and somatosensory evoked potentials were measured for 4.5 h, 
respectively. LPS induced a decline of both neurophysiological parameters, which was 
prevented by vagal stimulation. Additionally vagus nerve stimulation decreased the 
concentration of peripheral pro-inflammatory cytokines (IL-6, TNFα) and the central 
expression of IL-6 and NF-IL6 indicating a reduced inflammatory response in the 
periphery and the brain. Interestingly, there was a diverging regulation of the 
inflammatory response in the cortex and the hypothalamus due to the different 
accessibility for humoral and neuronal communication pathways to these brain 
regions. Furthermore, vagal stimulation reduced the expression of COX2, the rate 
limiting enzyme for the prostaglandin E synthesis pointing to an influence on 
mediators of the neurovascular coupling.  
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Besides the effects on humoral mediators, vagus nerve stimulation also interfered with 
the cellular immune response. LPS induced an increased plasma concentration of the 
neuroimmune mediator leptin and the expression of extravasation signals 
(“intercellular adhesion molecule-1” (ICAM-1), CXCL1) as well as the number of 
neutrophil granulocytes in the brain and their colocalisation with ICAM-1. 
Interestingly, vagus nerve stimulation reduced the expression of CXCL1 and Leptin 
and prevented the colocalisation of neutrophil granulocytes and ICAM-1. 
Overall, these results suggest beneficial and anti-inflammatory effects of efferent vagal 
stimulation on neurophysiological parameters that might be due to an attenuated 
inflammatory response in the brain and a reduced interaction of neutrophil 
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VII. Abkürzungsverzeichnis 
A.  Arteria 
AA  Arachidonsäure 
ACh  Acetylcholin 
Ak  Antikörper 
ANOVA  „analysis of variance” 
AP  Area postrema 
ATP  Adenosintriphosphat 
B2M  β2-Mikroglobulin 
Bax  Bcl-2 associated X Protein 
BBB  Blut-Hirn-Schranke 
bsp.  beispielsweise 
bzw.  beziehungsweise 
ca.  circa 
Canx  Calnexin 
CARS  „compensatory anti-inflammatory response syndrome“ 
CCL  CCL Chemokine 
CD  „cluster of differntiation“ 
cDNA  „complementary DNA“ (komplementäre DNA) 
ChAT+ T-Zellen Cholin Acetyltransferase positive T-Zellen 
ChP  Plexus choroideus 
CLP   „cecal ligation and puncture“  
CO2  Kohlenstoffdioxid 
COX  Cyclooxygenase 
CSF  Cerebrospinalflüssigkeit 
CT-Wert   „cycle treshold“ / „treshold cycle“ 
CVO  Cirkumventrikuläres Organ 
CXCL  CXC chemokine ligand 
CXCR  CXC Chemokin Rezeptor 
DAB   Diaminobenzidin-Tetrahydrochloride 
DAMP  „danger associated molecular pattern“ 
DAPI   4´6-Diamidin-2´Phenylindol Dilaktat  
db/db Maus  leptinrezeptordefiziente Maus 
DC  dendritische Zelle 
DEPC   Diethylpyrocarbonat  
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphat  
dsDNA  „double stranded DNA“ (Doppelsträngige DNA) 
DTT   Dithiothreitol  
E. coli  Escherichia coli 
e.V.  eingetragener Verein 
EAE  experimentelle autoimmune Encephalomyelitis  
EEG  Elektroenzephalographie /Elektroenzephalogramm 
EET            Epoxyeicosatriensäure 
EFVR  „evoked flow velocity response“ 
ELANE  Elastase, „neutrophil expressed“ 
Abkürzungen 
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ELISA  „enzyme-linked immunsorbent assay“ 
ESL  E-selectin ligand 
etc.  et cetera 
FAM®  6-Carboxy-Fluoreszin 
FELASA  „Federation of Laboratory Animal Science Associations“ 
FKS  fetales Kälberserum 
FRET   Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers  
GAPDH  Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 
GlcN  Gucosamin  
GLP  Glucagon like peptide 
GTS-21  partieller nAChR Agonist 
H2O2  Wasserstoffperoxid 
Hep  D-glycero-D-manno-heptose 
HETE  Hydroxyeicosatetraensäure 
HRP  „horseradish peroxidase“ (Meerrettichperoxidase) 
HRV  „heart rate variability“ 
I.E.  Internationale Einheiten 
i.p.  intraperitoneal 
i.v.  intravenös 
I/R  Ischämie/Reperfusion 
ICAM  “intercellular adhesion molecule” 
IL  Interleukin 
IL-1ra  IL-1 Rezeptor Antagonist 
IL-6R  Interleukin 6 Rezeptor 
iNOS  induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase 
IQR  Interquartilsabstand 
IκB  „inhibitor of κB“ 
JAK  Janus-Kinase 
Kdo  ´2-Keto-3desoxyoctulosonic acid 
KG  Körpergewicht 
Ko  Kontrolle 
LAP   „liver-enriched activating protein“ 
LDF  Laser Doppler Flussmessung 
LFA  „lymphocyte function-associated antigen“ 
LIP    „liver-enriched inhibitory protein“ 
l-NIL  selektiver Hemmer der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase 
LPS  Lipopolyssaccharid 
M1  Makrophagen vom Typ M1 
M2  Makrophagen vom Typ M2 
Mac  „macrophage-1 antigen“ 
MAP  „mitogen activated protein“ 
ME   Eminentia mediana  
MGB  „minor groove binder“  
MGL  Monoacylglycerol Lipase 
mGluR  metabotropische Glutamat Rezeptoren 
miR  mikro RNA 
M-MLV  „moloney murine leukemia virus“ 
Abkürzungen 
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MODS  „multi organ dysfunction syndrome“ 
mPGES  mikrosomale Prostaglandin E Synthase 
MPO  Myeloperoxidase 
mRNA  „messenger RNA“ 
MS  Multiple Sklerose 
N.  Nervus 
NA  Noradrenalin 
NDS   „normal donkey serum“  
NF-IL6  „nuclear factor Interleukin-6“ 
NFQ  „non-fluorescent quencher“ 
NFκB  „nuclear factor kappa B“ 
NG  neutrophile Grabulozyten 
NK  natürliche Killerzelle 
NL  Neurohypophyse 
nNOS  neuronale Stickstoffmonoxidsynthase  
NO  Stickstoffmonoxid 
NRS  „normal rat serum“ 
ob/ob Maus  leptindefiziente Maus 
ObRa  kurze Form des Leptinrezeptors 
ObRb  lange Form des Leptinrezeptors 
OD  optische Dichte 
OP  Operation 
OVLT   Organum vasculosum laminae terminalis  
P  Phosphat /phosphoryliert 
PAMP  „pathogen-associated molecular pattern“ 
PBS  „phosphate buffered saline“ (Phosphatgepufferte Salzlösung) 
PCI   „peritoneal contamination and infection“  
pCO2  arterieller Kohlenstoffdioxidpartialdruck 
PCR  „polymerase chain reaction“ (Polymerasekettenreaktion) 
PECAM  „platelet/endothelial cell adhesion molecule“ 
PEEP  „positive endexpiratory pressure“ (positiver endexspiratorischer 
 Druck) 
PFA   Paraformaldehyd 
PG  Prostaglandin 
PIN  Glandula pinealis 
PLA  Phospholipase A 
pO2  arterieller Sauerstoffpartialdruck 
PSGL  „P-selectin glycoprotein ligand“ 
PVN   Nucleus paraventricularis 
QC  Qualitätskontrolle 
qRT-PCR  „quantitative reverse transcriptase PCR“ 
rel.  relative 
RNA  Ribonukleinsäure 
ROS  „reactive oxygen species“ 
rpm  „rounds per minute“ 
RT  Raumtemperatur 
RT  Reverse Transkription 
Abkürzungen 
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SAD  Sepsis assoziiertes Delirium 
SCO  Organum subcommissurale 
sCVO  sensorisches circumventrikuläres Organ 
SEP  Somatosensorisch Evozierte Potentiale 
SFO   Organum subfornicale  
sIL-6R  löslicher IL-6 Rezeptor 
SIRS   „systemic inflammatory response syndrome“ 
S-Lex  sialyl-Lewis x antigen 
SOCS  „suppressor of cytokine signalling“ 
ssDNA  „single stranded DNA“ (Einzelsträngige DNA) 
STAT  „signal transducer and activator of transcription“ 
TACE  „tumor necrosis factor-alpha converting enzyme“ 
TBS   „tris-buffered saline“ (Tris gepufferte Salzlösung) 
TGF  „transforming growth factor“ 
Th-Zellen  T-Helferzelle 
TLR  Toll-Like-Rezeptor   
TMD  Tetramethylbenzidin 
TNFR  Tumornekrosefaktor Rezeptor 
TNFα  Tumornekrosefaktor α 
Trib1  Tribbles 1 (Serin/Threonin-Kinase) 
Triton X-100  t-Octylphenooxypoly-Ethoxyethanol 
U  unphosphoryliert 
u.a.  und andere 
UBC  Ubiquitin C 
usw.   und so weiter 
V.  Vena 
VCAM  „vascular cell adhesion molecule“ 
VGX  Vagotomie 
VLA  „very late antigen“ 
VNS  Vagusnervstimulation 
z.B.  zum Beispiel 
ZNS  zentrales Nervensystem 
Zytokin-R  Zytokinrezeptor 
α7nAChR  α7 nikotinerger Acetylcholinrezeptor 
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